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RESUMO 
 
Este trabalho envolveu um estudo quantitativo por espectroscopia de 
Ressonância Magnética Nuclear (NMR) de 
1
H em amostras biológicas e um estudo de 
NMR de 
29
Si e 
95
Mo para caracterização de materiais e compostos organometálicos. 
No primeiro capítulo fez-se uma introdução à técnica de NMR.  
No segundo capítulo descreveu-se a quantificação de citrato em secreções 
prostáticas por 
1
H NMR e fez-se a sua comparação com níveis de PSA e biopsias. Foram 
analisadas doze amostras com volumes entre 10 e 450 µL e as concentrações de 
citrato determinadas variaram entre 7 e 237 mmol/L. Os resultados obtidos estão de 
acordo com estudos publicados segundo os quais baixas concentrações de citrato 
estão, geralmente, associadas ao adenocarcinoma da próstata, e sugerem que a 
quantificação do citrato em secreções prostáticas constitui um método de diagnóstico 
mais fiável do que a determinação dos níveis de PSA. 
O terceiro capítulo envolveu o estudo de NMR de 
29
Si e 
95
Mo em materiais e 
compostos organometálicos. Verificou-se que o núcleo de silício em derivados 
(EtO)3Si(CH2)3X é sensível à alteração do substituinte X nos sistemas estudados. Os 
espectros de 
95
Mo dos derivados de fórmula geral [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)LL] 
(L=ligandos com átomos doadores de azoto), apresentam diferentes sinais de 
ressonância entre -600 e -800 ppm que correspondem aos vários isómeros 
(exo/equatorial, exo/axial, endo/equatorial) habitualmente detectados nos respectivos 
espectros NMR de 
1
H.   
No quarto capítulo descrevem-se os detalhes experimentais. 
 
 
Palavras-chave: ressonância magnética nuclear, citrato, próstata, 
29
Si e 
95
Mo. 
 
  
ABSTRACT 
 
This work involved a quantitative study by proton nuclear magnetic resonance 
(1H NMR) in biological samples and a study of 29Si and 95Mo NMR to characterize 
materials and organometallic compounds. 
The first chapter is an introduction to the technique of NMR. 
The second chapter describes the quantification of citrate in prostatic 
secretions by 1H NMR and compares it with PSA levels and biopsies. The analyzed 
samples had volumes between 10 and 450 μl and we determined citrate 
concentrations between 7 and 237 x 10-3 mol/l. The results are in agreement with 
published studies according to which low concentrations of citrate are usually 
associated with prostate adenocarcinoma, and suggest that the citrate concentration 
in prostatic secretions is a more reliable diagnostic method than PSA levels. 
The third chapter involved the study of 29Si and 95Mo NMR in materials and 
organometallic compounds. It was found that the core of silicon derivatives 
(EtO)3Si(CH2)3X is sensitive to the change of the substituent X in the systems studied. 
95Mo NMR spectra of general formula derivatives [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)LL] (L = ligand 
with nitrogen donor atoms), show different resonance peaks between -600 and -800 
ppm from the isomers (exo/equatorial, exo/axial e endo/equatorial) commonly 
detected in 1H NMR spectra. 
The fourth chapter describes the experimental details. 
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1 ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 
 
 
A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear baseia-se na absorção de 
energia na gama das radiofrequências por parte de núcleos numa molécula, na 
presença de um campo magnético forte. 
Alguns núcleos possuem momento angular de spin (ou spin nuclear), que 
resulta da combinação dos spins dos protões e dos neutrões desse núcleo. Quando o 
número de protões e de neutrões são ambos pares, essa combinação resulta num spin 
nuclear nulo e os núcleos são inactivos em NMR, como no caso dos isótopos 16O e 12C. 
Para todas as outras combinações, o spin nuclear é diferente de zero e o núcleo 
assume determinados estados de spin bem definidos que estão relacionados com as 
orientações permitidas para o spin nuclear. Na presença de um campo magnético 
muito intenso, a degenerescência destes estados energéticos é levantada, podendo 
ocorrer transições entre os diferentes estados de spin nuclear. Essas transições são de 
baixa energia quando comparadas com outras técnicas espectroscópicas e a radiação 
electromagnética envolvida encontra-se na gama de comprimentos de onda das 
radiofrequências. Num espectrómetro de NMR, a ocorrência de transições pode ser 
detectada através da radiação emitida quando os núcleos excitados regressam ao 
estado fundamental. 
O núcleo de um elemento pode dar origem a vários sinais numa região vizinha 
da posição que seria característica desse núcleo. Com efeito, a posição onde se situa o 
sinal de ressonância de um núcleo não depende só das características do próprio 
núcleo (o que corresponderia a um sinal único), mas é também afectada pela sua 
vizinhança química e, consequentemente, pela estrutura da molécula em que esse 
átomo está inserido. É por esta razão que a Ressonância Magnética Nuclear é uma 
técnica poderosa e versátil para o estudo de estruturas moleculares e que, por isso, 
tem aplicações em inúmeras áreas do saber. 
Alguns exemplos concretos das aplicações da espectroscopia de NMR incluem 
análise de drogas e fármacos, controlo e qualidade de produtos químicos, investigação 
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de substâncias desconhecidas e análise de polímeros. Tem sido também usada em 
processos dinâmicos para estudar a interacção entre diferentes espécies moleculares 
(por exemplo, interacções enzimas-substracto), para analisar os seus movimentos em 
líquidos e polímeros, bem como para obter informação acerca da cinética de reacções. 
Permite determinar estruturas tridimensionais de proteínas, com aplicações também 
em estudos de DNA e RNA. Ocupa, igualmente, um lugar de destaque no campo da 
análise qualitativa e quantitativa de componentes em produtos alimentares, de fluidos 
biológicos e de metabolitos em tecidos e órgãos de seres vivos intactos, uma vez que é 
uma técnica não invasiva e não destrutiva. Por outro lado, a caracterização espacial do 
sinal de NMR da água permitiu o desenvolvimento do domínio da imagem por 
ressonância magnética que, hoje em dia, é uma das técnicas imageológicas 
fundamentais em medicina. 
Em súmula, a Ressonância Magnética Nuclear é uma das mais importantes 
técnicas para a obtenção de informação física, química, electrónica e estrutural das 
moléculas, de um modo não destrutivo, podendo fornecer informação acerca da 
estrutura tridimensional e da dinâmica das moléculas no estado líquido ou sólido. 
 
 
1.1 FUNDAMENTOS DE NMR 
 
Um núcleo com spin nuclear I tem 2I+1 estados de spin nuclear degenerados, 
caracterizados pelo número quântico mI = I, (I-1), (I-2), … ,-I. Isótopos como 
1H, 13C, 15N, 
19F ou 31P, com I = ½, possuem então dois estados de spin: mI = ½ e mI = -½. O 
momento angular intrínseco P de um núcleo com spin I tem 2I+1 projecções num eixo 
escolhido arbitrariamente, por exemplo, o eixo dos zz: 
 =  ∙   (1.1) 
onde h é a constante de Planck. 
Um núcleo em rotação possui também um momento magnético, proporcional 
ao seu momento angular de spin P, de acordo com a equação (1.2): 
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	 =  .  (1.2) 
O factor de proporcionalidade γ é uma constante para cada nuclídeo (i.e., 
para cada isótopo de cada elemento) e designa-se por constante magnetogírica. A 
sensibilidade na detecção de um nuclídeo numa experiência de NMR depende de γ e 
núcleos com elevados valores de γ dizem-se sensíveis em NMR (ou seja, fáceis de 
observar). Na Tabela 1.1 apresentam-se valores de momento angular de spin e de 
constantes magnetogíricas para nuclídeos conhecidos. 
O eixo de polarização do spin nuclear corresponde à direcção do momento 
angular de spin. Na ausência de um campo magnético, os momentos magnéticos estão 
orientados aleatoriamente em todas as direcções e todas as orientações 2I+1 de um 
núcleo com spin I têm a mesma energia, pelo que a distribuição dos momentos 
magnéticos é completamente isotrópica. A degenerescência dos estados de spin 
nuclear deixa de existir quando é aplicado um campo magnético externo. Neste caso, 
para núcleos com I = ½, o momento magnético pode assumir duas orientações: 
paralela (α) ou anti-paralela (β) à direcção do campo magnético aplicado, B0. 
Naturalmente que a energia associada à interacção depende dos campos magnéticos 
envolvidos e é dada pela expressão (1.3): 
 = −	 ∙   (1.3) 
pelo que esta energia é mais baixa se a orientação do momento magnético de spin for 
paralela à direcção do campo aplicado (estado de spin α) (1). 
Substituindo as equações (1.1) e (1.2) na equação (1.3), chega-se à expressão 
(1.4) para a diferença de energia, ΔE, entre os dois estados de spin permitidos para um 
núcleo com I = ½. A Figura 1.1 esquematiza o efeito da aplicação de um campo 
magnético com intensidade B0 nos níveis energéticos dos estados de spin de um 
núcleo com I = ½. 
∆ =  ∙∙   (1.4) 
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Figura 1.1: Diagrama dos níveis de energia α e β permitidos para um núcleo com I = ½ na 
presença de um campo magnético B0. 
 
Quanto maior for a intensidade do campo magnético aplicado, maior será a 
diferença energética entre os dois estados de spin nuclear e, consequentemente, mais 
acentuada será a diferença de populações entre os dois estados. A razão entre as 
populações dos dois níveis no equilíbrio está relacionada com a distribuição de 
Boltzmann, de acordo com a equação (1.5): 


= ∆/   (1.5) 
em que Nα e Nβ representam as populações nos estados de spin α e β, 
respectivamente; k é a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta. Para o 
núcleo de 1H num espectrómetro de NMR de 400 MHz (B0 = 9,4 T), essa diferença é de 
apenas 64 núcleos num milhão. Esta é a razão fundamental para a baixa sensibilidade 
da espectroscopia de NMR quando comparada com outras técnicas espectroscópicas. 
Retomando a equação (1.4), recorde-se que ΔE corresponde à diferença de 
energia entre os dois estados de spin permitidos para um núcleo com I = ½. As 
transições entre esses dois níveis só podem ocorrer por absorção (ou emissão) de uma 
radiação com frequência relativa a essa diferença de energias (ΔE=hν). Os spins dos 
núcleos polarizados entram em movimento de precessão em torno do eixo de 
aplicação de B0 e diz-se que os núcleos estão em ressonância com a radiação aplicada. 
A frequência desta energia de precessão designa-se por frequência de ressonância ou 
frequência de Larmor e é dada pela equação (1.6): 
 =    (1.6) 
Como a amostra é constituída por um grande números de núcleos, o 
momento magnético à escala macroscópica corresponde à soma da magnetização dos 
spins individuais (Figura 1.2) e traduz-se um momento magnético total ou 
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magnetização resultante, M. A distribuição aleatória dos spins dos diferentes núcleos 
orientados por acção do campo magnético B0 com predominância de orientações α dá 
origem a que M tenha orientação paralela ao eixo definido por B0. Quando se aplica 
radiação electromagnética na frequência de Larmor e orientada segundo um eixo 
perpendicular, estabelecem-se as condições de ressonância, que permitem transições 
do nível mais baixo para o nível mais alto alterando-se a distribuição de equilíbrio das 
populações. Simultaneamente, todos os spins individuais adquirem coerência de fase 
de modo a que M passa a ter um desvio de um certo ângulo em relação ao eixo de B0 e 
a descrever um movimento de rotação de igual frequência em torno desse eixo. 
Convencionalmente, toma-se esse eixo como eixo dos zz e os dois eixos xx e yy como 
eixos de referência fixos. O eixo dos xx é aquele segundo o qual se aplica 
convencionalmente a frequência de excitação e o eixo dos yy o do alinhamento do 
circuito de detecção. 
 
 
Figura 1.2: a) Magnetização resultante do excesso de núcleos no estado de spin de energia 
mais baixa; b) M0 em equilíbrio; c) M após aplicação da radiofrequência. 
 
Até aqui consideraram-se as características individuais dos núcleos dos 
diferentes elementos e, desse modo, realçaram-se as características que levariam a 
que uma experiência de NMR originasse um único sinal por todos os núcleos de cada 
tipo. Contudo, não é assim porque a posição de um sinal dum núcleo na experiência de 
NMR é determinada pelo momento magnético desse núcleo, mas afectada pela 
estrutura electrónica na vizinhança. Ou seja, a frequência de Larmor de um núcleo 
numa molécula, que foi definida pela expressão (1.6) deve, em rigor, ser definida por: 
 =
∙!

  (1.7) 
em que Bef é o campo magnético efectivamente sentido pelo núcleo. É inferior a B0 
devido ao efeito de blindagem exercido pelo campo magnético local criado pela 
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densidade electrónica do próprio núcleo e que é afectado pelo seu ambiente químico. 
O campo magnético efectivo, Bef, está naturalmente relacionado com B0 mas resulta 
também desse efeito de blindagem magnética, σ, que depende da vizinhança do 
núcleo de interesse.  
! = "# − $%  (1.8) 
Núcleos quimicamente não equivalentes sofrem diferentes efeitos de 
blindagem e têm, por isso, diferentes ressonâncias de Larmor, originando sinais 
separados no espectro. A posição, ou seja, o desvio químico, δ, de cada sinal é uma 
grandeza relativa que relaciona a frequência de ressonância de um núcleo (ω) com a 
frequência de ressonância de um composto de referência (ωref) e é independente da 
intensidade do campo magnético estático B0. 
& = '(')!')!   (1.9) 
Outro efeito diferente, o acoplamento spin-spin (esquematizado na Figura 
1.3, ocorre quando os níveis de energia de um núcleo são afectados pelos estados de 
spin dos núcleos vizinhos. A interacção associada a este fenómeno ocorre através das 
ligações químicas e é caracterizada pela constante de acoplamento J. Está na origem 
do desdobramento dos sinais de NMR em dubletos, tripletos e multipletos mais 
complexos com intensidades relativas e espaçamentos característicos. J é medida em 
unidades de frequência (Hz) e pode ser positiva ou negativa: se o arranjo antiparalelo 
dos spins de dois núcleos A e X for a combinação energeticamente favorecida, então 
JAX > 0; se a configuração de spins paralelos for a menos energética, JAX < 0 (1),(2), (3), 
(4),(5). 
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Figura 1.3: Transições permitidas (ΔI = ± 1) para HA com HB no estado α e β (JAB > 0) e 
padrões de acoplamento do protão com um, dois e três protões vizinhos. 
 
Conclui-se esta secção com a Tabela 1.1, que apresenta propriedades de 
interesse em NMR de alguns núcleos. 
 
 
Tabela 1.1: Propriedades de alguns núcleos de interesse em NMR. 
Núcleo 
Constante magnetogírica 
(rad/Ts) 
Frequência de 
ressonância (MHz)* 
Abundância 
natural (%) 
1
H 26,75 400,0 99,985 
2
H 4,11 61,4 0,015 
13
C 6,73 100,6 1,108 
14
N 1,93 28,9 99,63 
15
N -2,71 40,5 0,37 
17
O -3,63 54,3 0,037 
19
F 25,18 376,5 100,0 
29
Si -5,32 79,6 4,70 
31
P 10,84 162,1 100,0 
*para um campo magnético de 9,4 T. 
 
 
1.2 ABORDAGEM HISTÓRICA À NMR 
 
A Ressonância Magnética Nuclear foi descrita pela primeira vez em 1938 por 
Isidor Rabi e em 1952, Felix Bloch e Edward Purcell foram laureados com o prémio 
Nobel da Física pela sua contribuição para o “desenvolvimento de novos métodos de 
medição precisa do magnetismo nuclear e descobertas afins”. Estes investigadores 
descobriram que os núcleos magnéticos, como 1H ou 31P, absorviam energia (específica 
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para cada núcleo), no comprimento de onda das radiofrequências, quando colocados 
num campo magnético intenso. Em 1991, Richard Ernst recebeu o prémio Nobel da 
Química pela sua “contribuição para o desenvolvimento de metodologias para a 
espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de alta resolução”. Um terceiro 
prémio Nobel associado à espectroscopia de NMR foi ainda entregue em 2002 a Kurt 
Würthrich pelo seu “desenvolvimento da espectroscopia de Ressonância Magnética 
Nuclear para a determinação de estruturas tridimensionais de macromoléculas 
biológicas em solução” (3). 
Nos anos 50 descobriu-se que a frequência de ressonância de um núcleo era 
influenciada pelo seu ambiente químico e que um núcleo podia influenciar a 
ressonância de outro através das ligações químicas. Estavam dados os primeiros 
passos para as aplicações dos desvios químicos e das constantes de acoplamento spin-
spin como ferramentas na análise estrutural. Os anos 50 conheceram também 
importantes desenvolvimentos a nível instrumental, nomeadamente, a possibilidade 
da análise ser feita com rotação da amostra, o que diminuiu consideravelmente os 
problemas relacionados com heterogeneidades do campo magnético (aumentando a 
resolução da técnica). Nos anos 60, o uso de computadores possibilitou a aplicação da 
Transformada de Fourier à espectroscopia de NMR e o desenvolvimento da técnica por 
impulsos, o que conduziu a enormes melhoramentos na razão sinal-ruído. Surge assim 
a espectroscopia de NMR de alta resolução e o primeiro espectrómetro de FT-NMR foi 
comercializado, operando a 90 MHz para protões. Os meados dos anos 60 conheceram 
ainda as primeiras aplicações do efeito nuclear de Overhauser a estudos 
conformacionais. 
O avanço seguinte, nos anos 70, deu-se a nível dos campos magnéticos, com a 
substituição dos electromagnetes por magnetes supercondutores, que permitiram a 
construção de equipamentos com campos magnéticos muito mais intensos. Isto, 
combinado com FT-NMR, tornou a observação de 13C uma experiência de rotina e 
abriu a exploração das estruturas moleculares aos químicos orgânicos. Nos anos 70 
fizeram-se ainda as primeiras experiências bidimensionais mas só tiveram impacto 
significativo a partir da década de 80. Aqui, a explosão no desenvolvimento das 
“ginásticas” de spin, através das inúmeras técnicas pulsadas que se desenhavam, ia 
permitindo a descoberta de cada vez mais informação estrutural, com a necessidade 
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de se usarem quantidades cada vez menores de amostra e com tempos de análise 
cada vez mais curtos. Nos anos 90 nascem as técnicas de NMR acopladas a outras 
técnicas analíticas, como a cromatografia líquida (LC-NMR). 
Os progressos que a primeira década de 2000 conheceu a nível da tecnologia 
das sondas permitiu a construção de sondas criogénicas, que conduziram a aumentos 
de sensibilidade de cerca de três a quatro vezes na razão sinal-ruído e que se 
traduziram em reduções de cerca de nove vezes no tempo das análises. Os avanços 
tecnológicos têm tido também expressão no próprio desenho dos instrumentos, com 
especial preocupação na blindagem dos magnetes. Nos primeiros magnetes de 500 
MHz comercializados só se atingiam valores de campo magnético considerados não 
problemáticos para raios superiores a três metros em torno do equipamento. Hoje em 
dia, esse raio não é superior a um metro. Outra área que tem sido objecto de pesquisa 
é a da reciclagem dos fluidos criogénicos necessários para o magnete manter as suas 
propriedades supercondutoras (e que tornam a manutenção dos equipamentos tão 
dispendiosa). 
E o futuro da Ressonância Magnética Nuclear passará certamente por 
desenvolvimentos associados aos equipamentos com campos magnéticos cada vez 
mais intensos, mais seguros e financeiramente mais sustentáveis, pelo aumento na 
sensibilidade das sondas e pela possibilidade de se analisarem núcleos menos 
sensíveis. Mas passará também pelo sucesso na investigação de novas experiências, 
sequências de impulsos, métodos de detecção e técnicas multidimensionais. E os 
objectivos? Os de sempre, de servir a Medicina e a investigação na Química e na 
Bioquímica, de alargar as aplicações da técnica e de estreitar a ligação entre a 
Ressonância Magnética Nuclear e a indústria (farmacêutica, alimentar e petrolífera, 
entre outras). 
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1.3 O MODELO DE VECTORES EM NMR 
 
O modelo de vectores em espectroscopia de NMR consiste numa 
representação simples e intuitiva para compreender experiências de NMR em núcleos 
isolados com spin I = ½. 
Na presença de um campo magnético, um núcleo com spin I = ½ assume uma 
de duas orientações com iguais mas opostas projecções na direcção do campo (eixo 
dos zz). Nas direcções perpendiculares xx e yy, contudo, as orientações dos momentos 
magnéticos nucleares individuais são aleatórias (porque não existe campo magnético 
transversal para os alinhar), pelo que o vector soma se anula (Figura 1.4). Apesar dos 
momentos magnéticos individuais serem explicados pela mecânica quântica, a 
magnetização total obedece à mecânica clássica, pelo que é a ela que se recorre 
quando se discutem experiências simples de NMR(1). 
 
 
Figura 1.4: Modelo de vectores de núcleos com spin ½ no equilíbrio na presença de um 
campo magnético alinhado com o eixo dos zz. (a) Momentos magnéticos de spin: há um ligeiro 
excesso de núcleos no estado m=+½, que tem uma energia ligeiramente inferior ao estado m= -½ 
(para nuclídeos com constantes magnetogíricas positivas). No equilíbrio, a distribuição dos momentos 
magnéticos no plano xy é aleatória. (b) Magnetização global de um grande número de spins. 
 
Considere-se uma amostra que consiste num grande número de núcleos de 
spin I = ½ idênticos e que não interagem entre si. O comportamento do vector 
magnetização total M num campo magnético B é mostrado na Figura 1.5. 
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Figura 1.5: Movimento do vector magnetização M num campo magnético B. 
 
Um impulso é um campo magnético oscilando linearmente aplicado (por 
hipótese) ao longo do eixo dos xx. A frequência da oscilação ωrf (frequência do 
transmissor) é muito próxima da frequência de Larmor (ou frequência de ressonância) 
ω0 dos spins, pelo que é normalmente designada por campo de radiofrequência. O 
efeito de um impulso consiste em inclinar o vector de magnetização M, afastando-o do 
eixo dos zz. Por outro lado, logo que o movimento se inicia, M entra imediatamente 
em movimento de precessão ao longo do eixo dos zz (i.e. B0) à frequência de Larmor. 
Estes movimentos são difíceis de visualizar devido à forma rápida e complicada como 
dependem do tempo (5). 
Resumindo, numa experiência de NMR, B tem duas componentes: o campo 
magnético estático (forte) B0 ao longo do eixos dos zz e um campo de radiofrequências 
(fraco) B1(t) que roda no plano xy e em torno de zz a uma determinada frequência. 
Uma vez que é difícil visualizar o movimento de M em torno de um campo que se está, 
ele próprio, a mover, torna-se necessário simplificar o problema. Imagine-se o 
observador a rodar em torno do eixo dos zz à mesma frequência que a da componente 
B1(t) de B0. Neste referencial dinâmico, o campo de radiofrequências é aparentemente 
estacionário e B tem apenas que ser corrigido, introduzindo-se o conceito de campo 
efectivo ΔB, de acordo com a Figura 1.6. Um impulso pode então ser visto 
simplesmente como uma aplicação temporária de um campo magnético estático B1, 
ortogonal a B0. Uma vez accionado o impulso, a magnetização total fica sujeita a um 
campo B1 aparentemente estático e entra em movimento de precessão sobre ele até 
deixar de se aplicar o impulso. 
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Figura 1.6: Os campos magnéticos presentes numa experiência de NMR. (a) No referencial 
de laboratório, o campo efectivo B(t) é a soma vectorial de B0 com B1(t), o campo electromagnético 
que gira em torno de B0 a uma frequência que depende da precessão da magnetização. (b) Num 
sistema de coordenadas que “acompanha” B1(t), B é independente do tempo e composto por ΔB e B1. 
 
O aumento do ângulo do impulso pode ser conseguido aumentando a 
componente B1 do impulso ou aumentando a duração do impulso τs. Para obter os 
resultados reproduzidos na Figura 1.7. mantém-se B1 constante e varia-se a duração 
do impulso em incrementos de 1 μs. A amplitude do sinal passa por um máximo 
correspondente ao impulso de 90º, enquanto o zero corresponde ao impulso de 180º 
(e é o dobro do impulso de 90º). Para pulsos com duração superior continua a 
observar-se sinal mas com amplitudes negativas, i.e., os sinais aparecem no espectro 
como picos invertidos. 
 
 
Figura 1.7: A intensidade do sinal de NMR em função do ângulo do impulso. 
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1.4 NMR POR IMPULSOS 
 
Até aos anos 70, as experiências eram feitas quase exclusivamente com 
recurso a métodos de onda contínua. Os campos eram fracos e os espectros eram 
obtidos de duas formas: ou se mantinha a radiofrequência fixa, enquanto se variava 
pouco a força do campo, ou vice-versa, de forma a que os spins dos núcleos com 
diferentes desvios químicos entrassem sequencialmente em ressonância. Hoje em dia, 
esta abordagem está completamente em desuso e predominam os métodos por 
impulsos e transformada de Fourier. 
Quando um campo B1 perpendicular a B0 (sob a forma de um impulso curto – 
10 a 100 μs – relativamente forte ao longo do eixo dos xx) é aplicado à amostra que 
está inicialmente em equilíbrio, a magnetização global desvia-se do eixo dos zz para o 
plano perpendicular. Depois desta perturbação, o sistema reajusta-se para retomar o 
equilíbrio, os momentos nucleares vão-se orientando novamente em torno do eixo dos 
zz até que a componente da magnetização global no plano perpendicular se volta a 
anular. Esta magnetização oscilante é detectada como uma função do tempo após o 
fim do impulso (1). Este processo em que os spins nucleares retomam o equilíbrio 
designa-se por relaxação e ocorre segundo dois mecanismos diferentes. O primeiro 
consiste na recuperação da magnetização ao longo dos eixo dos zz até regressar ao seu 
valor no equilíbrio, quando os spins restabelecem a distribuição de Boltzmann. Este 
processo designa-se por relaxação longitudinal e é caracterizado pela constante de 
tempo T1. O segundo processo designa-se por relaxação transversal e é caracterizado 
pela constante de tempo T2. Os dois processos encontram-se representados na Figura 
1.8. 
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Figura 1.8: Relaxação após um impulso de 90º. Imediatamente após o impulso, o núcleo 
entra em precessão em torno do eixo dos zz e vai retomando a sua posição de equilíbrio (a). A 
componente perpendicular da magnetização (My) vai decaindo ao longo do tempo até se anular para 
t=T2 (b). A componente de M no eixo dos zz (Mz) vai aumentando até retomar o valor de M0 para t=T1 
(c). 
 
Este é o princípio de funcionamento da técnica de NMR por impulsos. A 
amostra que está submetida a um campo estático é irradiada durante um intervalo de 
tempo muito curto com um impulso de radiofrequência suficientemente intenso para 
excitar simultaneamente todos os núcleos a observar. Após esta irradiação, os núcleos 
voltam ao estado de equilíbrio e obtém-se um sinal que decai exponencialmente com 
o tempo. Este sinal designa-se por decaimento de indução livre (FID, free induction 
decay). O FID é um interferograma complexo uma vez que contém todas as 
frequências que são emitidas simultaneamente durante o decaimento e é um registo 
de intensidades em função do tempo. É, portanto, um gráfico complexo cuja 
interpretação directa é impossível, mas a sua transformada de Fourier corresponde a 
converter a informação nele contida numa função no domínio da frequência. A Figura 
1.9 apresenta um interferograma obtido numa experiência, as componentes 
individuais desse FID e a informação contida no FID depois de se efectuar a 
correspondente transformada de Fourier, ou seja, a forma em que se apresentam os 
espectros de NMR (4). 
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Figura 1.9: Interferograma (FID) e representação da informação nele contida após 
transformada de Fourier. 
 
O sinal de FID obtido depois de um impulso pode ser guardado e acumulado 
com muitos outros sinais de FID (para uma determinada experiência) antes de se 
aplicar a Transformada de Fourier. Esta acumulação de sinais de FID é indispensável 
para obter espectros de isótopos de baixa abundância relativa, como é o caso do 13C. A 
acumulação de FID é possível porque estes se somam de forma coerente enquanto o 
ruído de fundo, por ser aleatório, adiciona com um crescimento proporcional à raiz 
quadrada do número de espectros acumulados. Consequentemente, a razão sinal-
ruído (usualmente expressa como S/N) é proporcional à raiz quadrada do número de 
espectros acumulados n, de acordo com a equação (1.10). Assim, a acumulação de 100 
espectros dá origem a um aumento da razão S/N de 10:1. 
*

= √,. -*- (1.10) 
onde Is e IN são as intensidades do sinal e do ruído, respectivamente. 
Na Figura 1.10 representa-se um esquema de uma sequência simples de um 
impulso para a obtenção de um espectro de 1H: 
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Figura 1.10: Sequência simples de um impulso para a obtenção de um espectro de protão. 
trd=d1 é o tempo de recuperação, p1 é o impulso de 90º de protão e acq é o tempo de aquisição do 
FID. 
 
Os espectros de NMR de 13C são normalmente feitos com desacoplamento de 
protões. Isto é conseguido irradiando a amostra na frequência de ressonância do 1H 
(cerca de quatro vezes superior à do 13C), enquanto o espectro de 13C está a ser 
gravado. Ocorre saturação de spin e interconversão rápida dos estados de spin do 1H; 
os núcleos de 13C deixam de sofrer a influência dos núcleos de 1H que foram irradiados 
e o sinal de acoplamento spin-spin do 13C com o 1H desaparece. O resultado é um 
espectro (representado por 13C{1H}) consideravelmente simplificado: na ausência de 
heteronúcleos (19F, 31P, etc.), para cada carbono obtém-se apenas um singuleto. Estes 
espectros com desacoplamento não só são mais simples de interpretar por terem 
menos picos, como apresentam uma maior sensibilidade, resultante da relaxação de 
Overhauser e do facto de toda a intensidade do sinal de NMR estar concentrada num 
só pico em vez de estar distribuída pelos diversos componentes dos multipletos. 
Finalmente, os acoplamentos homonucleares não se observam nos espectros de 13C 
por causa da reduzida abundância natural do istótopo 13C (1,1 %) (1). A Figura 1.11 
representa o esquema da sequência de impulso para obtenção de um espectro de 13C 
com desacoplamento de 1H. 
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Figura 1.11: Sequência simples de um impulso para a obtenção de um espectro de carbono 
com desacoplamento de protão. trd=d1 é o tempo de recuperação, p1 é o impulso de 90º de protão e 
acq é o tempo de aquisição do FID. 
 
 
1.5 PROCESSOS DE RELAXAÇÃO 
 
Os desvios químicos, os acoplamentos spin-spin e as permutas químicas 
caracterizam um espectro de NMR. Devem considerar-se ainda os processos de 
relaxação longitudinal ou spin-rede e transversal ou spin-spin, que definem o 
fenómeno do retorno dos spins nucleares à posição de equilíbrio depois da 
perturbação no sistema (1). As velocidades de relaxação têm uma importância crucial 
nas experiências de NMR e na optimização dos parâmetros experimentais, 
influenciando a resolução e a sensibilidade que se podem obter nos espectros. 
O processo de relaxação longitudinal encontra-se esquematizado na Figura 
1.12. Corresponde à recuperação da magnetização ao longo do eixo dos zz e é 
caracterizado por uma constante de tempo T1. Para núcleos com spin I = ½ e para uma 
relaxação exponencial, a diferença entre os núcleos que ocupam os níveis energéticos 
para spins m = + ½ e m = - ½ aumenta de acordo com a equação (1.11): 
∆,".% = ∆,/ 0# −  12 3− .#45   (1.11) 
onde Δneq é a diferença de populações no equilíbrio e t é o tempo. Valores típicos de 
T1 para protões encontram-se nas regiões de 0,1-10 s (1).  
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Figura 1.12: Relaxação longitudinal que se traduz na recuperação da magnetização global ao 
longo do eixo dos zz. 
 
A relaxação longitudinal consiste no restabelecimento das populações de 
equilíbrio e, portanto, traduz-se numa perda global de energia, que é transferida para 
a vizinhança sob a forma de calor (embora as energias envolvidas sejam tão baixas que 
a variação de temperatura na amostra não é detectável). 
T1 pode ser determinado por uma experiência de inversão-recuperação que se 
encontra esquematizada na Figura 1.13. A aplicação de um impulso de 180º inverte as 
populações de spin e a magnetização total fica alinhada no semi-eixo negativo dos zz. 
Durante o período τ (ou vd), que se faz variar durante a experiência, ocorre o processo 
de relaxação e a cada valor de τ (ou vd) corresponde uma certa recuperação da 
magnetização. Uma vez que não é possível observar a magnetização no eixo dos zz, o 
segundo impulso de 90º aplicado, coloca M no plano xy e permite obter o espectro.  
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Figura 1.13: Experiência de recuperação inversa para medidas do tempo de relaxação spin-
rede. (a) Equilíbrio. (b) Após o impulso de 180º. (c) Após τ1 < τ2 < τ3 < τ4. (d) Após o impulso de 90º. 
 
O processo segue uma variação exponencial e é descrito pela equação (1.12): 
67"8% =  6 0# −  9:; 3− 8#45 (1.12) 
Na Figura 1.14 representa-se a variação de Mz/M0 em função de t/T1. De notar 
que a relaxação total ocorre para um tempo correspondente a 5xT1. 
 
 
Figura 1.14: Crescimento exponencial da relaxação longitudinal em função de t/T1. A 
relaxação completa-se para 5xT1. 
 
O esquema de impulsos para a experiência de inversão-recuperação é 
representado na Figura 1.15. 
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Figura 1.15: Sequência de impulsos para a experiência de inversão-recuperação. trd=d1 é o 
tempo de recuperação, p2 é o impulso de 180º, p1 é o impulso de 90º, vd é o tempo de relaxação que 
se faz variar e acqu é o tempo de aquisição do FID. 
 
T1 é vulgarmente definido como o tempo de relaxação longitudinal quando, 
em rigor, é uma constante de tempo e não uma medida directa do tempo necessário 
para a relaxação. Da mesma forma, 1/T1 é normalmente referido como a velocidade 
de relaxação, embora represente também uma constante de velocidade (2), (1),(3). 
A relaxação transversal, ou relaxação spin-spin, é responsável pelo 
alargamento dos picos em NMR e consiste na perda de magnetização do plano xy, 
sendo caracterizada pela constante de tempo T2. Resulta de interacções que fazem 
com que os movimentos de precessão dos spins tenham frequências ligeiramente 
diferentes, destruindo portanto a sua coerência de fase ao longo do tempo. A energia 
do sistema de spins não é alterada pela relaxação transversal nem as populações dos 
níveis energéticos são afectadas. Apenas se perde a coerência de fase entre os spins 
em precessão, como mostra a Figura 1.16.  
 
 
Figura 1.16: Relaxação transversal responsável pela perda de magnetização no plano xy. 
 
Dois factores distintos são responsáveis por este fenómeno: primeiro, a 
relaxação transversal induzida pelos campos magnéticos intra ou intermoleculares; e 
segundo, a não homogeneidade do campo magnético estático B0. Este último não tem 
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interesse químico, mas é inevitável na maioria das experiências em NMR. Se o campo 
magnético B0 tem pequenas heterogeneidades, mesmo os núcleos quimicamente 
equivalentes sentem campos ligeiramente diferentes e, portanto, precessam com 
frequências de Larmor ligeiramente diferentes, maiores ou menores que a 
magnetização transversal resultante, contribuindo para um alargamento dos sinais no 
espectro. 
A largura dos picos depende dos dois factores (relaxação transversal induzida 
e heterogeneidade do campo), pelo que os valores de T2 não podem ser obtidos 
directamente a partir das larguras dos picos. Uma técnica que permite a separação dos 
dois processos é a experiência de ecos de spin (spin echo) em que a coerência de fase 
criada por um primeiro impulso de 90º é destruída pela relaxação transversal e pelas 
heterogeneidades de B0. A aplicação de um segundo impulso de 180º anula a perda de 
coerência devida a B0 mas não a relacionada com a relaxação transversal. Se o 
intervalo de tempo entre a aplicação dos dois impulsos for exactamente igual ao 
intervalo de tempo entre o fim do impulso de 180º e o início da aquisição (eco), 
consegue anular-se completamente a perda de coerência devida a B0 e medir-se a 
constante de tempo da relaxação transversal. A Figura 1.17 representa a sequência de 
impulsos para uma experiência de ecos de spin. 
 
 
Figura 1.17: Sequência de impulsos para uma experiência de ecos de spin para 
determinação de T2. trd=d1 é o tempo de recuperação, p1 é o impulso de 90º, d2 é o tempo que se faz 
variar, p2 é o impulso de 180º, e acq é o tempo de aquisição do FID. 
 
A magnetização transversal My pode decair completamente por relaxação 
antes que a magnetização longitudinal Mz atinja o valor de equilíbrio M0. Por outro 
lado, Mz não pode aumentar até ao valor de equilíbrio M0 sem que a magnetização 
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transversal My desapareça por completo, pelo que T1 será sempre maior ou igual do 
que T2. 
É importante referir que os dois processos de relaxação são afectados 
(reduzidos) pela presença de impurezas paramagnéticas. As interacções dipolo-dipolo 
do núcleos com electrões desemparelhados em moléculas paramagnéticas são muito 
fortes, pelo que o processo de relaxação é muito rápido e T1 e T2 são muito pequenos, 
o que conduz ao alargamento dos sinais de NMR. Por esta razão, as amostras devem 
ser previamente desoxigenadas (2), (1), (3). 
Comparativamente com outras técnicas analíticas, os processos de relaxação 
em NMR são muito lentos. Em transições electrónicas, os tempos de vida dos estados 
excitados são da ordem dos pico-segundos e em transições vibracionais e rotacionais, 
da ordem dos nano-segundos. Em NMR, o tempo envolvido nos processos de 
relaxação pode ir de alguns mili-segundos a segundos ou até minutos. Estes tempos de 
relaxação longos permitem a manipulação dos spins e a concepção de sequências de 
impulsos mais ou menos complexas, que são determinantes para a versatilidade da 
espectroscopia de NMR. 
 
 
1.6 TRANSFERÊNCIA DE POLARIZAÇÃO 
 
Os métodos de transferência de polarização melhoram a intensidade dos 
sinais por transferência da diferença de populações (ou polarização) de um núcleo com 
constante magnetogírica elevada para outro (acoplado) com baixo valor de γ, 
conseguindo-se uma melhoria na razão sinal-ruído igual à razão entre as duas 
constantes magnetogíricas. 
O princípio dos métodos de transferência de polarização pode ser 
compreendido considerando um par de núcleos com spin I = ½ com acoplamento 
escalar e encontra-se ilustrado na Figura 1.18 para o exemplo do par 1H-13C. Quando, 
selectivamente, se irradia um pico do dubleto do sinal do protão, isso equivale e 
inverter a diferença de populações para a transição respectiva. Consequentemente, 
também as diferenças de populações de spin em ambas as transições do carbono são 
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alteradas por este processo. As diferenças de populações previamente associadas ao 
protão são, assim, transferidas para o carbono (3). 
 
 
Figura 1.18: Transferência de polarização num sistema de dois spins. (a) populações e 
diferenças de populações (a negrito) para cada transição no equilíbrio. (b) espectros correspondentes. 
(c) depois da inversão selectiva de um dos picos do dubleto do sinal do protão. (d) espectros 
correspondentes, evidenciando o aumento de intensidade do sinal do carbono. 
 
Uma das experiências de transferência de polarização mais utilizadas é a 
experiência de DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) em especial 
para identificação dos sinais de CH, CH2 e CH3 em espectros de carbono.  
 
 
1.7 EFEITO NUCLEAR DE OVERHAUSER (NOE) 
 
O efeito nuclear de Overhauser resulta de interacções magnéticas através do 
espaço entre spins nucleares (interacções dipolares). Fornece informações sobre a 
estrutura tridimensional das moléculas, uma vez que o efeito só se revela entre spins 
que estão espacialmente próximos. 
Considere-se uma molécula contendo dois protões não equivalentes, I e S, 
sem acoplamentos escalares, de tal forma que o espectro de 1H consiste num singuleto 
para cada um dos desvios químicos. Considere-se ainda que, enquanto se grava o 
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espectro, os spins de S estão saturados (i.e., as populações dos níveis m = + ½ e m= - ½ 
são iguais) pela aplicação de uma radiofrequência forte na frequência de ressonância 
de Hb. Naturalmente, isto destrói o sinal de S, mas também pode afectar a intensidade 
do sinal de I se os dois spins tiverem uma interacção dipolar significativa. O sinal de I 
pode aumentar, diminuir ou mesmo ser invertido devido a transferência de 
magnetização e este fenómeno é conhecido como efeito nuclear de Overhauser (NOE) 
e pode fornecer informação sobre as separações internucleares (1), (5), (3).  
Para se perceber o fenómeno do efeito nuclear de Overhauser, é necessário 
olhar para as transições possíveis para a relaxação dos dois núcleos de spin I = ½ (com 
acoplamento), I e S. A Figura 1.19 mostra os quatro níveis de energia: αIαS, αIβS, βIαS e 
βIβS. No estado de equilíbrio, as populações relativas dos quatro níveis são, 
aproximadamente 1+2Δ (αIαS); 1 (αIβS e βIαS) e 1-2Δ (βIβS), com Δ definido na equação 
(1.14). 
∆= ∙'<∙∙  (1.13) 
Das seis hipóteses de relaxação, quatro traduzem-se numa mudança num 
estado de spin, ou seja αI ↔ βI ou αS ↔ βS e correspondem aos processos de 
relaxação longitudinal discutidos anteriormente. Estão indicadas com os símbolos W1
I 
e W1
S, onde o índice inferior indica que a alteração no número quântico magnético é 
de ±1 e o índice superior indica o spin que transita. 
Os outros dois processos de relaxação correspondem a relaxações cruzadas, 
nas quais os núcleos I e S relaxam simultaneamente, ou seja αIαS ↔ βIβS (os dois spins 
transitam de nível no mesmo sentido: W2
IS) e αIβS ↔ βIαS (I e S transitam de níveis em 
direcções opostas: W0
IS). Estas relaxações cruzadas surgem devido ao movimento 
caótico molecular que, combinado com interacções dipolares entre os núcleos, origina 
interacções entre os campos magnéticos locais sentidos por I e S, traduzindo-se na 
possibilidade das transições dos dois núcleos se darem em simultâneo. Os dois 
processos W0
IS e W2
IS são, no fundo, percursos extra que permitem o regresso das 
populações dos estados de spin ao equilíbrio após uma perturbação no sistema. 
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Figura 1.19: Níveis de energia para dois núcleos I e S de spin ½, ilustrando as seis 
possibilidades de relaxação. 
 
Imagine-se que se aplica um campo de radiofrequência capaz de saturar as 
transições de S (αIαS ↔ αIβS e βIαS ↔ βIβS), ou seja, capaz de igualar as populações 
dos níveis αIαS e αIβS e dos níveis βIαS e βIβS (Figura 1.20 (a) e (b)). Isto não tem efeito 
nas diferenças de populações através das transições de I (αIαS ↔ βIαS e αIβS ↔ βIβS), 
que se mantêm em 2Δ. Se todos os processos de relaxação fossem insignificantes 
excepto o processo W2
IS, verificar-se-iam transferências de populações entre os níveis 
αIαS e βIβS até se atingirem novamente as populações de equilíbrio para estes dois 
estados (1+2Δ e 1-2Δ, respectivamente). Assim, as diferenças de populações através 
das transições de I seriam agora de 3Δ, ou seja, a intensidade do sinal de I aumentaria 
em 50%. Na relaxação cruzada houve transferência de magnetização do spin saturado 
de S para o núcleo I devido ao acoplamento dipolar entre os dois núcleos. 
Da mesma maneira, se S estivesse saturado e W0
IS fosse o processo 
dominante, as populações dos estados αIβS e βIαS retomariam os seus valores de 
equilíbrio levando a uma diferença Δ nas populações através das transições de I. A 
intensidade do sinal de I seria, neste caso, reduzida em 50%. 
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Figura 1.20: Populações dos estados de spin de dois núcleos vizinhos I e S de spin ½. Os 
círculos a cheio indicam um excesso de população Δ; os círculos abertos indicam um défice de 
população Δ. (a) Equilíbrio térmico. (b) Após saturação das duas transições de spin S. (c) Efeito da 
relaxação cruzada αIαS ↔ βIβS. (d) Efeito da relaxação cruzada αIβS ↔ βIαS. 
 
Na realidade, os processos W2
IS e W0
IS concorrem entre si e com os processos 
de relaxação longitudinal. A importância relativa de cada um depende de vários 
factores incluindo a mobilidade das moléculas em solução, mas pode concluir-se que a 
saturação de um protão em moléculas grandes conduz a uma diminuição da 
intensidade do sinal de NMR dos protões vizinhos. Por outro lado, a saturação de um 
protão numa molécula pequena em princípio conduz a um aumento da intensidade do 
sinal de NMR dos protões vizinhos (5). O efeito nuclear de Overhauser depende 
também da constante magnetogírica e núcleos com γ < 0, normalmente apresentam 
NOE que reduzem a intensidade do sinal. 
O efeito nuclear de Overhauser depende da distância linear dos átomos e 
manifesta-se independentemente do facto de existir ou não acoplamento escalar J 
entre esses núcleos e de serem núcleos do mesmo elemento ou de elementos 
diferentes. Se dois átomos de uma mesma molécula se encontrarem a uma distância 
não superior a 3,5 Å isso permite que a flutuação do vector magnético de um 
contribua para a relaxação longitudinal do outro. O efeito de Overhauser entre dois 
protões é ilustrado esquematicamente na Figura 1.21. Os dois núcleos I e S terão de se 
situar suficientemente próximos para que entre eles exista uma interacção de 
relaxação mas podem estar suficientemente afastados para que não tenham um efeito 
escalar J. A distância entre os dois protões não pode dar lugar a acoplamento escalar 
(que será nulo). Porém, irradiando S com uma radiação de frequência adequada, 
Página 29 
 
observa-se efeito de Overhauser que identifica, assim, a proximidade dos dois protões 
(4). 
 
Figura 1.21: Exemplificação de dois protões que podem apresentar efeito nuclear de 
Overhauser. 
 
O “desacoplamento” de 1H efectuado apenas durante o período de 
recuperação entre aquisições permite manter um grau de saturação para desenvolver 
NOE. O espectro retém os acoplamentos spin-spin e os picos são mais intensos devido 
ao NOE. A Figura 1.22 ilustra a sequência de impulsos respectiva. 
 
 
Figura 1.22: Sequência simples de um impulso para a obtenção de um espectro de carbono 
com observação do efeito NOE induzido por protões. trd=d1 é o tempo de recuperação, p1 é o 
impulso de 90º de protão e acq é o tempo de aquisição do FID. 
 
Se o núcleo observado tiver uma constante magnetogírica negativa e, 
portanto, um efeito NOE negativo e se o objectivo for obter um espectro desacoplado 
de protão, é fácil perceber que a experiência pode ser melhorada se o desacoplamento 
de protão for feito apenas durante o período de aquisição (e não durante o tempo de 
recuperação entre FID). 
Sendo o fenómeno do NOE dependente da eficiência da relaxação 
longitudinal, para uma boa observação do efeito devem usar-se amostras desarejadas, 
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o que elimina a importante contribuição do oxigénio paramagnético para essa 
relaxação (1), (3), (2). 
 
 
1.8 NÚCLEOS COM I > ½  
 
Núcleos com I > ½ possuem, para além do seu momento dipolar magnético, 
um momento eléctrico quadrupolar que pode interagir com os gradientes do campo 
eléctrico. O momento quadrupolar resulta do facto da distribuição de cargas nestes 
núcleos ter uma forma mais complexa do que a simetria esférica característica dos 
núcleos com spin ½. 
Para moléculas em solução, a interacção do momento quadrupolar com os 
gradientes de campo influencia a relaxação, sendo dominante o mecanismo de 
relaxação quadrupolar. Dada a alta eficiência deste mecanismo, observa-se um 
alargamento significativo dos picos de NMR, de tal forma que os multipletos esperados 
deixam de se ver parcial ou completamente. O colapso dos multipletos num sinal único 
para spins com acoplamento escalar a núcleos quadrupolares deve-se também às 
transições rápidas entre níveis de energia (1). 
Na Tabela 1.2 apresentam-se algumas propriedades de núcleos com I > ½. 
 
Tabela 1.2: Propriedades de alguns núcleos com I > ½. 
Núcleo Spin 
Abundância natural 
(%) 
Momento 
quadrupolar (10
28
 m
2
) 
Frequência de 
ressonância (MHz)* 
7
Li 3/2 92,58 -4 x 10
-2 
155,5 
10
B 3 19,58 8,5 x 10
-2 
43,0 
11
B 3/2 80,42 4,1 x 10
-2 
128,3 
17
O 5/2 0,037 -2,6 x 10
-2 
54,2 
23
Na 3/2 100 0,10
 
105,8 
27
Al 5/2 100 0,15
 
104,2 
59
Co 7/2 100 0,38
 
94,5 
*para um campo magnético de 9,4 T. 
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1.9 O ESPECTRÓMETRO DE NMR 
 
Um espectrómetro de NMR é basicamente constituído por um magnete capaz 
de criar um campo homogéneo numa região onde é introduzida a amostra, um sistema 
de transmissão-recepção de radiofrequências, uma sonda e um computador, tal como 
mostra a Figura 1.23. 
 
 
Figura 1.23: Representação esquemática de um espectrómetro de NMR. Adaptado de (3). 
 
1.9.1 O MAGNETE 
 
Para NMR de alta resolução, o magnete tem que gerar um campo forte, 
homogéneo e estável. Quanto mais forte for o campo magnético, melhores serão os 
resultados relativamente a sensibilidade e resolução dos multipletos. Os magnetes são 
solenóides construídos com diferentes ligas metálicas que, quando imersos em Hélio 
líquido (a uma temperatura de 4 K), têm propriedades supercondutoras. A Figura 1.24 
ilustra o esquema de um magnete. 
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Figura 1.24: Esquema de um magnete supercondutor. 
 
Quando se inicia uma experiência é necessário fazer o tuning e o matching da 
amostra (Figura 1.25). Isto significa que a sonda deve ser sintonizada para a frequência 
de ressonância do núcleo em estudo (tuning) e que a impedância dos circuitos do 
transmissor e receptor deve ser ajustada para a amostra que vai ser estudada 
(matching). Só com um bom ajuste do tuning e do matching se assegura a 
reprodutibilidade dos parâmetros de calibração da sonda (pulsos e potências, por 
exemplo). 
 
 
Figura 1.25: Curva de acerto de tuning e matching de uma sonda. 
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A homogeneidade do campo magnético está directamente relacionada com a 
resolução: qualquer variação espacial no campo sentida pela amostra conduzirá a um 
alargamento dos picos. A homogeneidade do campo magnético é garantida pelas 
bobinas de correcção (shim coils), que ficam à volta da amostra e que têm geometrias 
adequadas para gerarem gradientes de campo magnético de várias formas, que 
cancelam os gradientes de campo produzidos pelo próprio solenóide. Finalmente, a 
estabilidade do campo magnético é garantida por um sistema de compensação da 
frequência do campo (lock). A força do campo estático é monitorizada através da 
frequência de NMR de um composto de referência, usualmente o sinal de 2H do 
solvente deuterado, e qualquer variação é usada como controlo de um pequeno 
campo magnético suplementar que compensa qualquer variação no campo magnético 
estático (1),(4), (3). 
 
1.9.2 A SONDA 
 
Uma sonda (representada na Figura 1.26) é desenhada para suportar a 
amostra, transmitir os sinais de radiofrequência que excitam a amostra e receber a 
resposta emitida (rf coils). Contém as bobinas para estabilização/recepção de 
radiofrequências, as bobinas do canal de estabilização (lock), as bobinas de gradientes, 
o circuito para controlo de Temperatura e o sistema para fazer girar a amostra. A 
rotação da amostra ainda é um procedimento comum em experiências 1D para 
minimizar as heterogeneidades do campo no plano xy. Contudo, a homogeneização 
conseguida com as modernas tecnologias de shim tornam cada vez menos necessária a 
rotação da amostra (que pode conduzir a modulações de sinal que se traduzem em 
interferências no espectro). 
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Figura 1.26: Esquema de uma sonda de NMR. 
 
A versatilidade de um equipamento de NMR depende das sondas disponíveis 
que se diferenciam, principalmente, pelo tamanho de tubos de amostra que aceitam, 
pela gama de frequências com que podem trabalhar, pelo número de canais, pela 
posição das bobinas e ainda pela possibilidade de terem ou não gradientes de campo. 
As sondas mais comuns têm um diâmetro de 5 mm mas também existem sondas de 1; 
1,7; 2,5; 3; 8 e 10 mm. As sondas podem ser selectivas (se são especialmente 
construídas para observar um núcleo específico) ou multinucleares (broadband, X-BB, 
se podem ser utilizadas numa gama alargada de frequências para observar vários 
núcleos). Entre estes dois extremos, existem ainda sondas desenhadas para a 
observação de gamas de frequência pré-definidas, como é o caso das sondas QNP da 
Bruker (quad-nucleus probe) para observação de protão, carbono, flúor e fósforo. 
Qualquer sonda tem que ser capaz de, em simultâneo, observar a frequência do 
deutério para garantir a estabilidade do campo magnético durante a experiência.  
Uma segunda bobina é muitas vezes incorporada em torno da primeira, 
permitindo a aplicação de impulsos a um ou mais núcleos adicionais (para experiências 
com desacoplamentos ou transferências de polarização). Nestes casos, as sondas 
podem ser de geometria directa ou inversa. As primeiras são desenhadas para serem 
mais sensíveis para o núcleo X e, por isso, a bobina mais interior é a do núcleo X. As 
sondas de geometria inversa são optimizadas para estudos de núcleos menos sensíveis 
por experiências de transferência de polarização. Por isso, a bobina mais interior é a do 
protão, que é geramente o núcleo observado. 
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As sondas podem ter, adicionalmente, bobinas com gradientes de campo 
magnético em uma ou nas três direcções e que, além de possibilitarem um método 
eficaz para conseguir a homogeneidade do campo de uma forma semi-automática, 
alargam a gama de experiências possíveis porque permitem reduzir os tempos de 
aquisição em experiências bidimensionais. 
Mais recentes, as crio-sondas (em que as bobinas emissoras de 
radiofrequência e os respectivos pré-amplificadores são arrefecidos com hélio gasoso 
criogénico) permitem um aumento de sensibilidade de cerca de três a quatro vezes na 
razão sinal-ruído. 
 
1.9.3 SISTEMA DE TRANSMISSÃO/RECEPÇÃO DE RADIOFREQUÊNCIAS E 
COMPUTADOR 
 
O computador controla e coordena todo o sistema, incluindo a transmissão e 
recepção de radiofrequências. O sistema de transmissão gera os impulsos de 
radiofrequência, de acordo com a amplitude, frequência e fase desejadas e aplica-os à 
amostra, no momento certo, de acordo com os programas de impulsos definidos.  
O sistema de detecção é responsável pela amplificação dos sinais emitidos 
pela amostra. Para a conversão desses sinais eléctricos em sinais digitais que podem 
ser armazenados no computador, o sistema inclui um componente denominado ADC 
(analogue-to-digital converter). O ADC limita a gama de frequências que é possível 
caracterizar de acordo com a rapidez com que consegue digitalizador os sinais 
emitidos pela amostra. É caracterizado ainda por uma gama dinâmica de frequências 
(dynamic range) que limita a amplitude dos sinais detectados. Assim, antes da 
aquisição, os sinais têm que ser ajustados à gama dinâmica do ADC através de um 
ajuste da amplificação do sinal recebido (receiver gain). 
 
  
  
2 DETERMINAÇÃO DE CITR
PARA EVENTUAL DIAGNÓ
 
Neste capítulo descrevem
iniciado no âmbito de um projecto d
Brito e o Dr. Mário Rodrigues, médico urologista do Hospital Militar, que envolve a 
quantificação por NMR de 
biopsia e a sua correlação com o adenocarcinoma da próstata.
 
 
2.1 INTRODUÇÃO 
 
O ácido cítrico, ou ácido 2
é um ácido tricarboxílico com valores de pK
biológicos, o ácido cítrico existe predominantemente na sua forma aniónica trivalente, 
citrato3- (6). 
 
Figura 2.1: Fórmula estrutural do ácido cítrico
192,123 g/mol. 
 
O citrato, produzido nas mitocôndrias
energia nas células, desempenha
2.2). Porém, também pode ser transportado para o citoplasma e utilizado na síntese 
de ácidos gordos e esteróis. 
é um processo rigorosamente controlado
células cancerígenas, verificando
de grandeza) da concentração de citrato 
acumula e liberta grandes quantidades de citrato
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ATO EM SECREÇÕES PROSTÁT
STICO DO CANCRO DA P
-se os resultados de um estudo recentemente 
e colaboração entre a Prof. Doutora
1H de citrato em secreções prostáticas de doentes sujeitos a 
 
-hidroxi-1,2,3-propano tricarboxílico (ver 
a de 2,9; 4,3 e 5,6. Assim,
 
. Fórmula química C6H8O7
, pode ser utilizado para a produção de 
ndo um papel fundamental no ciclo de Krebs
O transporte de citrato através da membrana mitocondrial 
 e que é diferente em células normais e em 
-se um decréscimo significativo (cerca de duas ordens 
nas células cancerígenas. A próstata produz, 
 para o fluido prostático, em 
ICAS 
RÓSTATA 
 Maria José 
Figura 2.1) 
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metabólica, as células neoplásicas oxidam o citrato, o que faz diminuir a sua 
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prostáticos pode ser uma ferramenta importante no 
(6),(7), (8). Uma das razões associadas 
reduzido nível de Zn2+ – que interfere no mecanismo de transporte do citrato para o 
exterior das mitocôndrias –
 
Figura 2.2: Ciclo de Krebs
 
A sobrevivência de pacientes com adenocarcinoma da próstata (ACP) 
depende de uma detecção precoce e da capacidade de monitorizar a progressão ou 
regressão da malignidade. Os métodos tradicionais de 
combinação de métodos de examinação rectal com imunoensaios para quantificação 
dos níveis de antigéneo prostástico específico (PSA
tradicionais têm várias limitações e inconvenientes. 
                                                     
1
 Este valor não é consensual. Em 
podem chegar a 100 x 10
-3
 mol/l. Contudo, há determinações, tanto nas mesmas publicações como 
neste trabalho, que revelam concentrações superiores a 220 x 10
2
 O sémen é uma mistura de fluidos segregados pelas vesículas seminais (~45%), próstata (~45%) e 
epidídimo (~10%). Assim, a concentração de citrato também pode ser determinada por análise do 
sémen, sabendo que é cerca de duas vezes inferior à que se encontra nas secreções prostáticas 
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elevados de PSA podem dever-se a outros factores que não o cancro da próstata, 
como no caso de doentes com diagnóstico de hipertrofia benigna da próstata. Por 
toque rectal não é possível detectar tumores com volumes inferiores a 1 cm3. Assim, o 
diagnóstico do cancro da próstata só pode ser confirmado com uma biopsia (7). 
Pesquisas recentes provaram que a espectroscopia de NMR de alta resolução 
de protão pode ser utilizada como uma técnica não-invasiva para análise directa de 
misturas biológicas (7), (8). 
 
 
2.2 DETERMINAÇÃO DE CITRATO EM SECREÇÕES PROSTÁTICAS 
 
O citrato apresenta um sinal característico no espectro de 1H (Figura 2.3), 
habitualmente designado como efeito de telhado, que corresponde a um acoplamento 
do tipo AB entre os protões diastereotópicos Ha e Hb(2). 
 
 
Figura 2.3: Sinal do citrato num espectro de NMR e fórmula do ácido cítrico parcialmente 
deuterado, evidenciando o carácter diastereotópico dos protões metílicos. 
 
Para estudos quantitativos, normalmente recorre-se a um padrão interno, 
que permita obter uma relação directa entre as concentrações do citrato e do padrão 
pela razão dos respectivos integrais. A integração do sinal do citrato deve ser feita por 
pares, ou seja, deve considerar-se o integral do sinal do citrato como a soma do 
integral do par mais à direita com o integral do par mais à esquerda (7). 
Dado que as amostras em estudo são soluções aquosas, o padrão interno 
escolhido é o DSS. A todas as amostras adicionou-se uma quantidade conhecida de 
 solução de DSS em D2O, que 
referência para o desvio químico
Figura 2.4. 
 
Figura 2.4: Fórmula estrutural do DSS 
 
Para a aplicação da técnica de espectroscopia de NMR 
teor de citrato nos fluidos prostáticos 
água. 
Para que a quantificação tenha significado, é
durante a acumulação de FID todos os protões relaxem completamente. Em cada ciclo 
é preciso garantir que, entre o fim de uma aquisição e a aplicação 
impulsos, a magnetização global
implica a determinação da constante de tempo 
 
2.2.1 SUPRESSÃO DA ÁGUA
 
As amostras biológicas em análise são maioritariamente constituídas por 
água, pelo que o espectro de NMR de 
água muito mais intenso 
distinguir do ruído da linha de base
solvente em NMR cujo objectivo é o de reduzir a magnitude do sinal do solvente, 
tornando os outros sinais detectáveis,
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Figura 2.5: Espectros de protão da amostra 1 sem (em cima) e com (em baixo) supressão do 
sinal da água. 
 
Para este trabalho, escolheu-se o método de supressão de água DPFGSE 
(double pulsed field gradient spin echo), também conhecido por excitation sculpting 
(Figura 2.6). Baseia-se na destruição da magnetização do solvente através de 
gradientes de campo pulsado, garantindo que não há magnetização observável 
quando se inicia a aquisição. O esquema de impulsos consiste na aplicação da 
sequência de impulsos do método WATERGATE duas vezes seguidas com diferentes 
intensidades de gradientes de campo, o que conduz a melhores supressões, 
eliminando problemas de fase e de distorção de linha de base (3), (9). 
 
 
Figura 2.6: Sequência de impulsos para uma experiência de supressão de água pelo método 
DPFGSE (excitation sculpting). d1 = 1 s; d2 = 500 μs; p1 é o impulso de 90º de protão; p2-p7: impulsos 
definidos pela experiência e g1-g4: gradientes de campo. 
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2.2.2 DETERMINAÇÃO DE T1  
 
No caso em estudo, as determinações de T1 foram efectuadas seguindo o 
procedimento para o método de inversão-recuperação descrito no manual da Bruker 
(10) (p. 148-155). 
Determinaram-se os valores de T1 para uma solução de citrato 120 x 10
-3 
mol/l e para as soluções mais diluída (18 x 10-3 mol/l) e mais concentrada (180 x 10-3 
mol/l), utilizadas como padrões de calibração no método de quantificação do citrato. 
Verificou-se que o processo de relaxação dos protões do citrato é muito mais rápido 
(T1 inferior a 1 s) do que o dos protões do DSS, pelo que os valores de T1 são 
dominados pela relaxação do DSS. 
Para a solução mais diluída obteve-se T1 = 3,03 s e para a solução mais 
concentrada T1 = 2,79 s, pelo em todas as experiências seguintes se considerou T1 = 3 s 
e, consequentemente, D1 = 15 s. 
 
 
2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A concentração de citrato foi determinada com base na equação (2.1.) (7), (8): 
=>?@ABCD = =E**A ∙ BFGGHFGG ∙
-IJ.
IJ.
  (2.1) 
onde [cit]NMR é a concentração de citrato; [DSS] é a concentração de DSS; Icit e IDSS é o 
valor do integral dos sinais do citrato e do DSS respectivamente; Ncit é o número de 
protões da molécula de citrato que contribuem para o sinal (logo, Ncit=4, de acordo 
com a Figura 2.1); NDSS é o número de protões do DSS que contribuem para o sinal, 
correspondentes aos nove protões metílicos de acordo com a Figura 2.4 pelo que 
NDSS=9. Como o DSS é parcialmente atenuado pelo método de supressão de água, os 
autores introduziram um factor de correcção na expressão (2.1) para determinar a 
concentração de citrato na amostras (7),(8). Neste trabalho, essa correcção a [cit]NMR 
foi feita pelo método da recta de calibração, usando soluções com concentrações de 
DSS e de citrato rigorosamente conhecidas e a recta foi obtida por regressão linear 
pelo método dos mínimos quadrados. A relação entre a concentração de citrato 
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determinada por NMR e a concentração real no tubo, bem como os parâmetros da 
recta que melhor se ajusta aos dados experimentais, encontram-se na Figura 2.7. O 
ponto relativo à concentração real de citrato de 53,98 x 10-3 mol/l foi desprezado por 
se afastar significativamente da linearidade. 
 
 
Figura 2.7: Representação da concentração de citrato determinada por NMR em função da 
concentração real e recta obtida por regressão linear. 
 
Assim, substituindo a equação (2.1) na equação da recta de calibração, 
obtém-se a equação (2.2), que permite determinar a concentração de citrato no tubo 
de NMR (x 10-3 mol/l), tomando como referência o integral do DSS.  
=IJ.A@KLM = #, OP<Q ∙ H>?@ (2.2) 
Considerando o factor de diluição das amostras no tubo de NMR, calcula-se a 
concentração de citrato nas secreções prostáticas. 
As amostras biológicas foram recolhidas de indivíduos com idades entre 51 e 
78 anos, sujeitos a biopsia num hospital público, em frascos esterilizados de 50 ml e 
conservadas a cerca de – 20ºC até serem analisadas. A análise por NMR de 1H for 
efectuada com base no procedimento descrito em (7) e (8) com 64 ou 128 scans 
(quando a quantidade de amostra disponível era muito reduzida), o que correspondeu 
a tempos de experiência de cerca de 20 e 40 minutos, respectivamente. Para a 
preparação das amostras nos tubos de NMR o objectivo era, depois de descongelar as 
amostras recolhidas até à temperatura ambiente, medir 450 μl e adicionar 50 μl de 
solução de DSS (56,2 x 10-3 mol/l). No entanto, dada a quantidade insuficiente da 
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quase totalidade das amostras, optou-se por medir a quantidade possível, perfazer o 
volume até 450 μl com água e adicionar 50 μl de solução de DSS (ver Tabela 2.1). 
 
Tabela 2.1: Volumes de secreções prostáticas e água adicionados a 50 μl de DSS 56,2 x 10
-3
 
mol/l, concentração de citrato determinadas, PSA e resultados de biopsia. 
Amostra 
Vol. amostra 
(μl) 
Vol. água 
(μl) 
Conc. citrato na 
amostra (x 10
-3
 
mol/l) 
Biopsia 
PSA total 
(ng/ml) 
Amostra 1 350 100 86 positiva 7 
Amostra 2 350 100 232 negativo 8 
Amostra 4 40 410 95 positiva 5 
Amostra 5 450 0 148 negativo 10 
Amostra 6 100 350 54 positiva 4 
Amostra 7 100 350 7 positiva 12 
Amostra 8 40 410 143 positiva 17 
Amostra 9 60 390 32 positiva 6 
Amostra 10 30 420 155 negativo 4 
Amostra 13 20 430 96 positiva 11 
Amostra 14 25 425 237 negativo 5 
Amostra 15 10 490 180 positiva 6 
 
Para qualquer teste de diagnóstico clínico é fixado um cutoff, ou valor de 
corte, para a variável em estudo, valor que determina a classificação dos indivíduos 
como anormais ou normais. Em termos de diagnóstico, define-se sensibilidade como a 
probabilidade de decidir se a doença em questão está presente quando, de facto, está 
presente e especificidade como a probabilidade de decidir se a doença em questão 
está ausente quando, de facto, está ausente. Na prática, torna-se desejável que um 
teste seja, ao mesmo tempo, altamente sensível e altamente específico, pois um cutoff 
fixa um par sensibilidade/especificidade (8). 
Assumindo um cutoff de 111 x 10-3 mol/l 3 (8) para a concentração de citrato 
nas secreções prostáticas e de 5,0 ng/ml4(8) para a concentração de PSA, verifica-se 
que os diagnósticos de ACP por determinação de citrato no fluido seminal por NMR 
foram concordantes com os resultados das biopsias, excepto para as amostras 8 e 15. 
Quanto se comparam os níveis de PSA com os resultados das biopsias, verifica-se que 
não há concordância com os resultados das biopsias. 
Os resultados obtidos estão de acordo com os estudos publicados que 
sugerem o recurso à determinação da concentração de citrato em secreções 
                                                      
3
 Correspondente a uma sensibilidade de 0,71 e especificidade de 0,53. 
4
 Correspondente a uma sensibilidade de 0,75 e especificidade de 0,41. 
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prostáticas por espectroscopia de NMR de 1H como possibilidade de se tornar uma 
rotina no diagnóstico do ACP e são mais fiáveis do que a análise dos níveis de PSA. 
Naturalmente que a discussão dos resultados obtidos é limitada pelo reduzido 
número e volume das amostras recebidas. O facto de se analisarem apenas doze 
amostras condiciona, naturalmente, a extrapolação das conclusões que se possam tirar 
deste trabalho. Além disso, para se perfazer o volume ideal num tubo de NMR de 5 
mm (500 μl), seriam necessários 450 μl de cada amostra. Verifica-se, porém, que os 
volumes de amostra disponíveis são variáveis e inferiores a esse valor. Isto, não só 
impediu a realização de mais do que um ensaio independente, como certamente 
contribui para uma incerteza maior nos resultados obtidos (devido à introdução de 
uma incerteza adicional na medição de volumes), comprometendo também a 
comparação entre os resultados. Dadas as condicionantes referidas, não se incluiu a 
avaliação da incerteza associada aos resultados obtidos. Contudo, não pode deixar de 
se fazer uma breve referência às principais fontes de incerteza para a determinação da 
concentração de citrato nas amostras, que incluem as incertezas associadas à diluição 
da amostra, à concentração de DSS no tubo de NMR, à integração dos sinais e ao 
método de calibração. Para cada uma delas contribuem, certamente, as incertezas 
associadas à medição de volumes, pureza dos reagentes e calibração dos 
instrumentos. Sillerud et al. (8) obtiveram incertezas entre 25 e 44 % nos valores de 
concentração de citrato em secreções prostáticas. 
O estudo de uma amostra guardada à temperatura ambiente durante uma 
semana revelou que não havia alteração de concentração. Os espectros obtidos (Figura 
2.8) sugerem, ainda, que não há decomposição da amostra.  
 
Página 45 
 
 
Figura 2.8: Espectros da amostra 1 obtidos imediatamente após a preparação (a azul), dois 
dias depois (a vermelho) e sete dias depois (a verde). 
 
Nos espectros de NMR de 1H de secreções prostáticas podem também 
aparecer os sinais relativos a colinas (para desvios químicos próximos de 3,2 ppm) (7). 
Enquanto os níveis de citrato diminuem nos casos de ACP, com as colinas passa-se o 
inverso (6), (11). Tem sido sugerido que a quantificação da razão colina/citrato pode 
constituir um método de descriminação do estágio de desenvolvimento do ACP (11). A 
evolução no conhecimento desta relação entre os dados espectroscópicos e o tumor 
pode vir a tornar possível a aplicação da espectroscopia de NMR como ferramenta de 
monitorização da evolução do tumor nos pacientes e como auxiliar na definição de 
terapias do ACP. 
Na Figura 2.9 e na Figura 2.10 reproduzem-se os espectros de quatro 
amostras com concentrações de citrato superiores e inferiores ao cutoff, 
respectivamente. Provavelmente devido ao facto de se terem quantidades variáveis, e 
em alguns casos muito reduzidas, das amostras biológicas, a interpretação da presença 
de colinas foi inconclusiva. 
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Figura 2.9: Espectros de NMR de 
1
H das amostras 2, 5, 10 e 14 com concentrações de citrato 
de 232, 148, 155 e 237 x 10
-3
 mol/l, respectivamente. 
 
 
Figura 2.10: Espectros de NMR de 
1
H das amostras 1, 4, 6 e 9 com concentrações de citrato 
de 86, 95, 54 e 32 x 10
-3
 mol/l, respectivamente. 
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A pesquisa de marcadores alternativos ao PSA para diagnóstico do ACP tem 
conhecido importantes desenvolvimentos (12). Para além do citrato e da colina, outros 
estudos têm procurado alternativas para o diagnóstico do ACP por espectroscopia de 
NMR, envolvendo tentativas de quantificação de outros metabolitos, nomeadamente 
as aminas e o lactato por NMR de 1H (13), (14) e de metabolitos envolvidos no 
metabolismo dos lípidos por NMR de 31P (13). Em estudos futuros pode fazer-se a 
análise destes marcadores alternativos nas amostras de secreções prostáticas. 
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3 NMR DE SILÍCIO E MOLIBDÉNIO EM DERIVADOS E 
PRECURSORES DE POLIEDROOLIGOSILSESQUIOXANOS  
 
Neste capítulo descrevem-se os resultados de estudos de NMR de 29Si e 95Mo 
de compostos do tipo POSS T8R8, T8R7R’ e precursores, sintetizados no grupo da 
Professora Doutora Maria José Calhorda. 
 
 
3.1 INTRODUÇÃO 
 
O estudo da química de compostos com ligações Si-O foi, durante muito anos, 
dominado pela sílica, por minerais com unidades SiO2 ou por compostos de silício com 
unidades R2SiO. Contudo, nos últimos 10-15 anos, o estudo da química dos 
silsesquioxanos (compostos contendo RSiO3/2 como unidade de repetição) tem 
crescido acentuadamente. A fórmula da unidade estrutural fica entre a dos materiais 
inorgânicos (cerâmicas) e a dos polímeros orgânicos de silício e, por isso, estes 
compostos têm sido descritos como tendo propriedades “híbridas”. Por um lado, o 
fragmento Si-O-Si confere-lhes estabilidade térmica e torna-os quimicamente inertes, 
por outro lado, o fragmento R-Si torna-os potencialmente reactivos(15) . 
Os silsesquioxanos podem ser utilizados como precursores na formação de 
materiais híbridos orgânicos/inorgânicos e encontram aplicação na tecnologia dos 
aditivos (agentes de ligações cruzadas, modificadores térmicos e de viscosidade) e dos 
polímeros (materiais médicos, plásticos avançados, resinas). Uma importante 
característica dos silsesquioxanos funcionalizados é que as suas unidades periféricas 
podem actuar como ligando para uma variedade grande de metais de transição. 
No nome genérico silsesquioxano, os termos “sil”, “sesqui” e “oxano” indicam 
que cada átomo de silício está ligado a 1,5 átomos de oxigénio e são genericamente 
descritos pela fórmula (RSiO3/2)n, podendo ser divididos em subclasses de compostos, 
de acordo com o número n da fórmula geral. As possíveis estruturas dos 
silsesquioxanos estão representadas na Figura 3.1 e designam-se por aleatórias, em 
escada, gaiola aberta e gaiola fechada (16). 
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Figura 3.1: Diferentes estruturas dos compostos (RSiO3/2)n. (1) aleatória, (2) em escada, (3) 
gaiola aberta, (4) gaiola fechada. 
 
As estruturas em gaiola aberta e gaiola fechada estão associadas aos 
poliedrosilsesquioxanos (POSS), sendo de especial interesse os POSS com oito vértices 
(n = 8) ou POSS cúbicos, cuja estrutura também pode ser designada por T8R8. Os POSS 
cúbicos são, então, nanopartículas com uma composição híbrida orgânico-inorgânica 
com 1 a 3 nm de raio total, com um núcleo rígido inorgânico (constituído por silício e 
oxigénio) com aproximadamente 0,53 nm de diâmetro que confere a estes compostos 
propriedades mecânicas similares às da sílica. Os diversos tipos de grupos orgânicos 
que se podem ligar aos vértices deste núcleo conferem aos POSS cúbicos uma enorme 
diversidade de aplicações práticas no desenvolvimento de termoplásticos, polímeros 
líquidos, electrólitos, cosméticos, material medicinal, catalisadores, etc.(15), (17), (18). 
Um grande número de reacções pode conduzir à funcionalização dos POSS 
cúbicos. Estas reacções são divididas em dois grandes grupos dependendo da natureza 
do material de partida. No primeiro grupo, por hidrólise e condensação, a 
funcionalidade desejada R é definida na formação da estrutura poliédrica, a partir do 
precursor RSiX3. O segundo e maior grupo de reacções envolve a introdução de 
substituintes R (por hidrossililação) na estrutura do POSS já formado, permanecendo o 
esqueleto Si-O-Si da molécula inalterado (15). 
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Os derivados orgânicos são geralmente solúveis em solventes de NMR 
comuns, o que permite a sua análise por NMR em solução e, embora os espectros de 
1H e 13C não sofram alterações significativas, os desvios químicos de 29Si podem variar 
consideravelmente com a alteração dos substituintes dos átomos de silício da “gaiola”. 
Assim, a espectroscopia de NMR constitui uma ferramenta importante para o estudo 
das estruturas de compostos POSS T8 e para a avaliação do seu grau de pureza. 
Neste trabalho estudou-se um sistema em que um dos vértices do cubo tem o 
grupo R ligado a um composto organometálico de molibdénio (Figura 3.4). 
 
 
3.2 NMR DE SILÍCIO 
 
O silício é, depois do carbono, um dos elementos do grupo 14 da tabela 
periódica mais estudados por NMR. O isótopo relevante é o 29Si, com spin I = ½ , 
abundância natural de 4,68%, constante magnetogírica de -5,3190 x 10-7 rad·T-1·s-1 e 
frequência de ressonância (a 9,4 T) de 79,5 MHz. O composto de referência mais 
utilizado é o TMS e os sinais do 29Si cobrem uma gama entre -580 a +270 ppm, embora 
a maioria se encontre no intervalo entre -200 a +50 ppm(2), (19). 
A obtenção de espectros NMR de 29Si em solução é, normalmente, muito 
lenta, uma vez que os valores de T1 para os núcleos de 
29Si tendem a ser elevados e, 
portanto, é necessário garantir tempos de recuperação entre scans suficientemente 
longos para que se dê a relaxação dos núcleos (ver secção 1.5). Além disso, tendo 
constante magnetogírica negativa, o efeito NOE diminui a intensidade do sinal (ver 
secção 1.7), pelo que os espectros de 29Si{1H} devem ser obtidos com desacoplamento 
de protão apenas durante o período de aquisição (9).  
É, no entanto, mais vantajoso recorrer a experiências com transferência de 
polarização, nomeadamente à experiência de DEPT (distortionless enhancement by 
polarization transfer), para aumentar a sensibilidade dos espectros de 29Si (20). As 
vantagens são de dois tipos: em primeiro lugar, a sequência de impulsos conduz a 
melhores resultados em cada scan e, além disso, os valores de T1 utilizados são os do 
1H que são muito inferiores aos do 29Si, conduzindo a experiências muito mais rápidas. 
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A experiência de DEPT conduz ainda à eliminação da banda alargada que se observa a 
cerca de – 110 ppm que corresponde à interferência do vidro do tubo de NMR (9). 
Nas experiências de DEPT, a transferência de polarização óptima é controlada 
pelo ângulo α do impulso p3 do programa de impulsos da Figura 3.2. O ângulo óptimo 
do impulso αopt é independente da constante de acoplamento e depende apenas do 
número de protões responsáveis pela polarização, de acordo com a Tabela 3.1. Nos 
POSS estudados, o silício está ligado a um grupo CH2, pelo que p3 corresponde ao 
impulso de 45º do protão. 
 
 
Figura 3.2: Sequência de impulsos de uma experiência de DEPT. d1 é o tempo de 
recuperação; p1 é o impulso de 90º de protão; p2 é o impulso de 180º de protão, p3 é o impulso de 
protão com ângulo adequado à experiência a realizar; p4 é o impulso de 90º de carbono, p5 é o 
impulso de 180º de carbono; d2 = 1/[2J(Si,H)] e aq é o tempo de aquisição do FID. 
 
Tabela 3.1: Relação entre o número de protões responsáveis pela transferência de 
polarização e o ângulo αopt do impulso p3 para a experiência de DEPT de 
29
Si. 
Número de protões n 1 2 3 6 9 12 
Ângulo αopt do impulso p3 (em graus) 90 45 35 24,1 19,5 16,8 
 
 
3.3 NMR DE MOLIBDÉNIO 
 
O molibdénio tem dois isótopos activos em NMR com spin I= 5/2 cujas 
propriedades se encontram na Tabela 3.2. 
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Tabela 3.2: Características dos núcleos de molidbénio activos em NMR. 
Isótopo 
Abundância relativa 
(%) 
γ 
(10
-7
 rad·T
-1
·s
-1
) 
Frequência de 
ressonância (MHz)* 
Momento quadrupolar  
(10
-28
 m
2
) 
95
Mo 15,72 -1,750 26,07 -0,015 
97
Mo 9,46 -1,787 26,61 0,174 
* para um campo magnético estático de 9,4 T. 
 
O 95Mo é o núcleo mais escolhido para o estudo de compostos inorgânicos ou 
organometálicos contendo molibdénio, uma vez que, para além de ter uma 
abundância relativa maior, tem um momento quadrupolar menor do que o 97Mo, 
originando por isso bandas mais estreitas e tanto mais estreitas quanto maior for a 
simetria do composto (21).  
Por ser um núcleo com baixa frequência de ressonância, existe um outro 
problema associado ao estudo do 95Mo por NMR, que é o probe ringing. Consiste 
numa distorção acentuada da linha de base do espectro e tem origem em oscilações 
mecânicas nas peças de metal da sonda que geram sinais de rf detectados pela bobina. 
O probe ringing aparece como um pico acentuado no início do FID que é transformado 
numa banda alargada no espectro, pelo que o aumento do período de pré aquisição 
(parâmetro DE 5) é uma forma de diminuir o efeito de probe ringing (21). Hoje em dia, 
existem programas de impulsos mais ou menos complexos que eliminam 
razoavelmente o probe ringing. Neste trabalho, utilizou-se o programa de impulsos da 
Figura 3.3. 
 
 
Figura 3.3: Programa de impulsos aring para eliminação do probe ringing.  
 
                                                      
5
 Pre aquisition delay: tempo morto ou intervalo de tempo que decorre entre o instante em que se 
aplica o impulso e o instante em que se começa a gravar o FID. 
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Os desvios químicos do 95Mo abrangem uma gama de cerca de 7000 ppm, 
entre –2500 e +4500 ppm e utiliza-se, geralmente, como referência (0 ppm) uma 
solução de molibdato de sódio (Na2MoO4) 2 mol/l em D2O a pD = 11. 
Os compostos mononucleares de Mo(II) têm frequências de ressonância entre 
+200 e -2200 ppm, a região mais blindada da gama de desvios químicos do molibdénio, 
enquanto que os dímeros de Mo(II) são os compostos que têm maiores desvios 
químicos, na zona dos 4000 ppm. Os desvios químicos de 95Mo não permitem 
distinguir espécies de Mo(0), Mo(II) e Mo(IV). Contudo, trabalhos publicados mostram 
que o desvio químico do 95Mo é sensível a variações estruturais e electrónicas numa 
série de compostos mononucleares semelhantes, pelo que a espectroscopia de NMR 
de 95Mo tem sido usada para seguir reacções e para identificar compostos em misturas 
(21).  
 
 
3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
As estruturas dos compostos 1 T8[(CH2)3Cl]8, 2 T8[(CH2)3DPA]8 e 3 
T8[(CH2)3DPA]7[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA(CH2)3)] estão representadas na Figura 3.4 e 
os respectivos espectros de 29Si NMR encontram-se na Figura 3.5. 
 
 
Figura 3.4: Estruturas dos compostos 1 T8[(CH2)3Cl]8, 2 T8[(CH2)3DPA]8 e 3 
T8[(CH2)3DPA]7[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA(CH2)3)]. 
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Figura 3.5: Espectros de 
29
Si dos compostos 1 T8[(CH2)3Cl]8, 2 T8[(CH2)3DPA]8 e 3 
T8[(CH2)3DPA]7[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(CH2)3DPA)]. 
 
O espectro de 29Si do composto 1 em CDCl3 apresenta um sinal a – 67,0 ppm, 
valor que está de acordo com os desvios químicos obtidos por outros autores para este 
composto (17). No produto 2 o sinal do silício desviou-se para – 21,9 ppm. Na maioria 
dos compostos deste tipo publicados na literatura, os desvios químicos do silício 
encontram-se a menores frequências, entre – 65 e - 70 ppm (15). A desblindagem de 
cerca de 45 ppm nos átomos de silício, resultante da substituição do Cl por DPA, revela 
que a capacidade aceitadora dos heterociclos ligados ao azoto se fez sentir de uma 
forma significativa. O espectro de NMR de 29Si do composto 3 mostra que a influência 
da coordenação do fragmento [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)] a um DPA do cubo já não se faz 
sentir no desvio químico do silício relativamente a 2, uma vez que não se observa 
nenhum sinal adicional.  
Para avaliar a influência, no molibdénio, da ligação do fragmento 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)] a um dos substituintes DPA do cubo, traçaram-se os espectros 
de 95Mo de 3 e do complexo de Mo isolado [Mo(CO)2DPA(η3-C3H5)(Br)], 4.  
O espectro de 95Mo do composto 3 apresenta sinais alargados (Figura 3.6), 
distinguindo-se uma banda com maior intensidade a – 784 ppm e uma sobreposição 
de bandas alargadas entre – 700 e – 600 ppm. Estes valores estão dentro da gama 
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habitual de sinais do 95Mo em compostos de mononucleares de Mo(II) (21), (22) mas 
indicam a presença de diferentes vizinhanças no molibdénio. 
 
 
 
Figura 3.6: Espectros de 
95
Mo dos compostos 3 T8[(CH2)3DPA]7[Mo(CO)2(η3-
C3H5)(Br)(CH2)3DPA)] e 4 [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA]. 
 
O espectro de 4 apresenta três sinais de ressonância: um mais intenso a – 790 
ppm com largura a meia altura de 410 Hz e outros dois menos intensos e mais 
alargados a -696 e -620 ppm.  
Os espectros de 1H NMR deste tipo de compostos à temperatura ambiente 
apresentam sinais alargados que revelam um comportamento fluxional, com 
equilíbrios entre vários isómeros em solução. A baixas temperaturas, a interconversão 
torna-se mais lenta e os sinais dos protões ficam mais resolvidos, permitindo a 
identificação de isómeros (23),(24),(25),(26). 
A existência de vários isómeros em solução é uma característica dos 
compostos pseudo-octaédricos de fórmula geral [Mo(CO)2(η3-C3H5)LL(X)], nos quais o 
fragmento [Mo(CO)2(η3-C3H5)] pode apresentar as conformações exo e endo (Figura 
3.7), que diferem na orientação do grupo alilo relativamente aos grupos carbonilo (ex., 
(23),(24), (25), (26)). Podem ainda adoptar uma conformação simétrica, em que os 
ligandos L se encontram em posições equatoriais, trans relativamente aos carbonilos 
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ou podem ter uma estrutura não simétrica, em que um dos ligandos L ocupa uma 
posição equatorial e o outro uma posição axial, trans relativamente (Figura 3.7) A 
conformação exo, com a face aberta do alilo sobreposta aos carbonilos, é a mais 
estável do ponto de vista electrónico e a estrutura equatorial é estereoquimicamente 
mais favorecida. Existem exemplos das estruturas exo equatorial e axial em diferentes 
compostos, confirmadas por difracção de Raios-X, (23), (24), (25), (26). 
 
 
Figura 3.7: Isómeros conformacionais de complexos do tipo [Mo(CO)2(η3-C3H5)LL(X)]. 
 
Estudos de NMR de 1H provaram que o composto 4 em solução apresenta os 
três isómeros da Figura 3.8 (23). 
 
 
Figura 3.8: Isómeros conformacionais do composto 4 [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA] em 
solução. 
 
A existência de três sinais no espectro de 95Mo do composto 4 é coerente com 
a existência de três isómeros em solução, conforme se observou no espectro de 1H 
correspondente (23). Assim, as intensidades relativas dos sinais de 1H permitem 
atribuir o sinal mais intenso, a – 793 ppm, ao isómero exo-equatorial (E) e corresponde 
à estrutura no estado sólido determinada por difracção de Raios-X. A ressonância a – 
697 ppm corresponde ao isómero exo-axial (F) e a terceira banda, mais desblindada e 
menos intensa, corresponderá ao isómero endo-axial (G). A maior blindagem dos 
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isómeros exo relativamente aos endo está de acordo com os estudos efectuados por 
Faller em complexos do tipo [MoCp(CO)2(η3-C3H5)] (27). 
A diferença mais relevante entre os espectros de 95Mo dos compostos 3 e 4 
prende-se com a largura das bandas. No composto 3, a largura a meia altura da banda 
a – 784 ppm é de 1067 Hz e no composto 4 é de 410 Hz para a banda a – 790 ppm. A 
diferença deve-se à perda de simetria de 3 pelo facto do complexo estar ligado ao 
material. Esta assimetria está associada a uma maior eficiência da relaxação 
quadrupolar que provoca o alargamento das bandas (28), (29), (27). 
Pode pois concluir-se que os desvios químicos de 95Mo não foram 
significativamente alterados pela ligação do complexo de molibdénio ao material e que 
o complexo mantém, aproximadamente, as diferentes conformações que apresentava 
em solução.  
O facto de não se ter observado uma variação significativa nos desvios 
químicos do molibdénio nos compostos 3 e 4 pode justificar o facto de também não 
ter havido alteração nos desvios químicos do silício entre 2 e 3. 
 
Traçou-se também o espectro de NMR de 95Mo do complexo 5, 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(NCCH3)2] que apresenta também vários isómeros em solução, 
os quais originam os três sinais observados a – 790, – 743 e – 568 ppm (Figura 3.10). 
Este composto é precursor do complexo 3 e também do complexo 6, 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypim)], representado na Figura 3.9 e que foi o ponto de 
partida para o estudo do sistema seguinte. 
 
 
Figura 3.9: Isómeros conformacionais do composto 6 [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypim)]. 
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O espectro de NMR de 95Mo do complexo 6 representado na Figura 3.10 
apresenta apenas um sinal a – 786 ppm. No entanto, o espectro de NMR de 1H revela o 
comportamento fluxional habitual em solução e na estrutura do estado sólido 
determinada por difracção de Raios-X estão presentes os dois isómeros exo (Figura 
3.9). 
O sinal está na zona de desvios químicos correspondente aos isómeros exo 
dos complexos 4 e 5. O facto de se observar apenas um sinal pode significar que os 
dois isómeros têm desvios químicos iguais ou então muito próximos e a largura a meia-
altura (367 Hz) não permite distingui-los. 
 
 
Figura 3.10: Espectros de 
95
Mo dos compostos 4 [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA], 5 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(NCCH3)2] e 6 [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypim)]. 
 
Comparando os espectros de 95Mo dos complexos estudados, pode concluir-
se que os diferentes ligandos de azoto não influenciam significativamente os desvios 
químicos do molibdénio. Há, no entanto, uma diferença considerável entre os desvios 
químicos dos isómeros endo (nos casos em que foi detectado) e exo, encontrando-se 
os isómeros exo mais blindados, à semelhança do que foi observado relativamente ao 
complexo análogo [Mo(CO)2(η3-C3H5)Cp] (27). É de referir ainda que o ligando Cp 
provoca um desvio superior a 1000 ppm para menores frequências na ressonância do 
molibdénio (desvios químicos de -1658 e -1832 ppm para os isómeros endo e exo, 
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respectivamente). Estudos teóricos associados a dados das estruturas de Raios-X e à 
comparação das frequências de vibração dos grupos CO dos diferentes compostos 
poderão ajudar a interpretar as diferenças observadas. 
A continuação deste estudo envolvia a aquisição dos espectros de NMR de 29Si 
e de 95Mo do complexo 7, resultante da coordenação de 6 ao grupo Si(OEt)3. No 
entanto, as tentativas de aquisição do espectro de NMR de 95Mo ainda não tiveram 
sucesso devido à baixa solubilidade do composto. 
Adquiriram-se os espectros de NMR de 29Si do composto 7 e do substituinte 
(pypim) ligado ao grupo Si(OEt)3 8 para averiguar se, neste caso, o desvio químico do 
silício é influenciado pela ligação ao fragmento de molibdénio (Figura 3.13).  
 
 
Figura 3.11: Isómeros conformacionais do composto 7 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypimSi(OEt)3)]. 
 
 
 
Figura 3.12: Composto 8 pypimSi(OEt)3. 
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Figura 3.13: Espectros de 
29
Si dos compostos 7 [Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypimSi(OEt)3)] e 8 
pypimSi(OEt)3. 
 
Embora a razão sinal/ruído seja muito baixa no caso do composto 7, há 
evidência de um sinal a – 62,6 ppm, que corresponde à zona característica dos desvios 
químicos observados em cubos T8 semelhantes (15), (17). O composto 8 apresenta um 
sinal a – 46,6 ppm, pelo que a sua coordenação ao molibdénio provocou uma 
blindagem significativa no núcleo de silício. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 
 
Os espectros de NMR foram adquiridos num espectrómetro de Ressonância 
Magnética Nuclear Bruker Avance 400 MHz Ultra-Shield com software de aquisição 
XWin-NMR versão 3.1.6 e processados com o software TopSpin versão 1.3. 
Para a determinação da concentração de citrato nos fluidos prostáticos 
utilizou-se a sonda BBI de 5 mm, uma vez que se recorreu a métodos de supressão do 
solvente. Os espectros de 31P foram adquiridos com a sonda QNP. Os estudos de 29Si e 
de 95Mo foram realizados com a sonda BBO de 10 mm. 
A solução de ácido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfóxido (DSS) foi preparada 
com DSS Euriso-top (218,32 g/mol) e água deuterada (D2O) Euriso-top, pureza 99,90%, 
num balão de 2 ml que foi calibrado com água destilada.  
As soluções-padrão de citrato foram preparadas com citrato de potássio 
K3C6H5O7
.H2O p.a. Fluka, pureza > 99,0% (324,41 g/mol) em balões volumétricos de 25 
± 0,04 ml e usando pipetas graduadas de 3 ± 0,015 ml, de 10 ± 0,05 ml e de 15 ± 0,02 
ml. 
Os outros volumes foram medidos com micropipetas automáticas. 
Utilizaram-se tubos NMR 507-PP Wilmad ou equivalentes. 
As soluções de POSS foram preparadas utilizando clorofórmio deuterado 
(CDCl3) Sigma, 99,8 % D; dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) Sigma, 99,9 % D ou 
acetona deuterada (C3D6O) Sigma, 99,9 % D em dimetilformamida (DMF) p.a. Sigma, 
pureza 99,8 %. Para as experiências de silício, adicionou-se tetrametilsilano (TMS) p.a. 
Aldrich, pureza > 99,9 % como referência interna. Para as experiências de molibdénio, 
colocou-se no tubo de NMR um capilar contendo uma solução de molibdato de sódio 
(Na2MoO4) em D2O a pD = 11, que funcionou como referência externa. 
As amostras de secreções prostáticas, que tiveram origem num Hospital 
público, foram recebidas congeladas em recipientes estéreis de colheita de urina e 
armazenadas no laboratório a cerca de – 20 ºC até à preparação das soluções. 
As amostras para obtenção de espectros de 29Si e 95Mo foram sintetizados no 
grupo da Professora Doutora Maria José Calhorda. 
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4.1 DETERMINAÇÃO DE CITRATO NAS SECREÇÕES PROSTÁTICAS 
 
4.1.1 DETERMINAÇÃO DE T1  
 
Para a primeira determinação de T1, utilizou-se uma solução de citrato 120 x 
10-3 mol/l, que foi preparada num tubo de NMR por dissolução de 0,0215 g de citrato 
de potássio monohidratado em 500 μl de D2O. Adicionaram-se ainda 50 μl de solução 
de DSS 56,2 x 10-3 mol/l (preparada por dissolução de 0,0242 g de DSS em D2O no 
balão aferido de 1,9715 ml). 
Em seguida, seguiu-se o método de inversão-recuperação, tal como descrito 
em (10) (capítulo 19, pp 148-155) com o esquema de impulsos representado na Figura 
1.15 e com as condições experimentais indicadas na Tabela 4.1. Foi necessário criar 
uma lista (t1delay) com a indicação dos 12 valores diferentes para o tempo de 
recuperação vd (em segundos) definidos neste trabalho e que foram: 12, 10, 8, 5, 4, 3, 
2, 1; 0,5; 0,25; 0,1 e 0,01. De notar que um dos parâmetros definidos é o próprio D1 
(D1=5xT1). Assim, partiu-se de um valor inicial (D1=12s) baseado nos dados da 
literatura (7)(8) que carece de verificação e/ou correcção com o valor determinado. 
 
Tabela 4.1: Parâmetros utilizados no método de inversão-recuperação para determinação 
de T1. 
Parâmetro Canal Valor Comentário 
PULLPROG 
F1 
t1ir Sequência de impulsos da Figura 1.15 
TD 16k  
NS 8 O nº de scans deve ser múltiplo de 8 
DS 4 Nº de scans a fazer antes de se começar a gravar o FID 
PL1 0,00 dB  
P1 9,6 μs Impulso de 90º 
P2 19,2 μs Impulso de 180º (2xP1) 
D1 12 s  
L4 12 Número de entradas na vdlist 
VDLIST t1delay Vdlist com vários tempos de recuperação 
TD F2 12 Nº de experiências (=L4) 
 
O processamento dos dados adquiridos foi feito seguido o protocolo pré-
definido para determinação de constantes de tempo de relaxação no software 
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TOPSPIN 2.1. seguindo. O valor de T1 calculado foi de 2,8 s. Verificou-se que este valor 
correspondia a um D1 superior ao que se definiu inicialmente, pelo que se repetiu toda 
a experiência com D1=15 s e acrescentando os valores 6, 15 e 18 s a VDLIST. Obteve-se 
um valor de T1 = 3 s. Posteriormente, determinou-se ainda o valor de T1 para as 
soluções padrão de citrato 18,0 x 10-3 mol/l e 180 x 10-3 mol/l e obtiveram-se valores 
de T1 de 3,03 e 2,79 s, respectivamente.  
 
4.1.2 DETERMINAÇÃO DO FACTOR DE ATENUAÇÃO DO DSS 
 
Para a determinação do factor de correcção A na equação (4.1) 
=IJ.A = =E**A ∙ BFGG
HFGG
∙ -IJ.
IJ.
∙ R (4.1) 
prepararam-se 10 soluções-padrão de citrato de potássio com concentrações entre 20 
e 200 x 10-3 mol/l, aproximadamente. 
Começou por se preparar uma solução aquosa de citrato contendo 6,4865 g 
de citrato de potássio para 100 ml (solução-mãe) e, por diluição desta, prepararam-se 
as restantes soluções com as concentrações indicadas na Tabela 4.2. Em seguida, 
pipetaram-se pipetaram-se 450 μl de cada solução para um tubo de NMR, aos quais se 
adicionaram 50 μl da solução de DSS 56,2 x 10-3 mol/l em D2O já preparada. Os 
resultados encontram-se na Tabela 4.2 e a concentração de DSS nos tubos de NMR é 
de 5,62 x 10-3 mol/l. 
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Tabela 4.2: Preparação das soluções-padrão de citrato e respectivas concentrações. 
Identificação do tubo 
Volume de solução-
mãe (ml) 
Conc. citrato no 
balão (x 10
-3
 mol/l) 
Conc. citrato no tubo 
NMR (x 10
-3
 mol/l) 
citcal200 - - 179,9 
citcal180 22,5 179,9 162,0 
citcal160 20,0 160,0 144,0 
citcal140 17,5 140,0 126,0 
citcal120 15,0 120,0 108,0 
citcal100 12,5 100,0 89,97 
citcal80 10,0 79,98 71,98 
citcal60 7,50 59,98 53,98 
citcal40 5,0 39,99 35,99 
citcal20 2,5 19,99 17,99 
 
Para cada amostra, fez-se uma experiência simples de protão com os 
parâmetros TD = 32k e NS=16 e verificou-se o desvio químico do sinal da água (que 
variou entre 4,70 e 4,71 ppm). De seguida, fez-se uma segunda experiência de protão 
com supressão da água seguindo o programa de impulsos da Figura 2.6 e o protocolo 
da Bruker(30) com o parâmetro O1P observado no espectro anterior e com TD = 32k, 
D1 = 15 s e NS = 64. Processaram-se os espectros e integraram-se os dois grupos de 
ressonância do citrato e o sinal do DSS, tomando como referência o integral do sinal do 
DSS. Aplicou-se a expressão (4.2) para determinar [cit]NMR: 
=>?@ABCD = =E**A ∙ BFGGHFGG ∙
-IJ.
IJ.
  (4.2) 
onde [cit]NMR é a concentração calculada de citrato no tubo de NMR, [DSS] é a 
concentração de DSS no tubo de NMR (5,62 x 10-3 mol/l), NDSS=9, Icit é a soma dos 
integrais de cada um dos pares do sinal do citrato, Ncit=4 e IDSS=1. Os resultados 
encontram-se na Tabela 4.3. 
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Tabela 4.3: Parâmetros, concentrações e integrais utilizados na correcção à concentração de 
citrato pela equação (4.2) 
Identificação 
do tubo 
Conc. citrato real 
[cit]tubo (x 10
-3
 
mol/l) 
Integral do sinal do citrato tomando 
como referência IDSS=1 
Conc. citrato 
calculada [cit]NMR 
(x 10
-3
 mol/l) 
Par de picos a 
~2,6ppm 
Par de picos a 
~2,5ppm 
citcal200 179,9 8,820 8,391 217,7 
citcal180 162,0 7,653 7,433 190,8 
citcal160 144,0 6,760 6,617 169,2 
citcal140 126,0 5,973 5,795 148,9 
citcal120 108,0 5,036 4,904 125,7 
citcal100 89,97 4,207 4,116 105,3 
citcal80 71,98 3,406 3,369 85,70 
citcal60 53,98 3,106 3,059 77,98 
citcal40 35,99 1,633 1,667 41,74 
citcal20 17,99 0,8108 0,8230 20,41 
 
Representou-se então a concentração calculada ([cit]NMR) em função da 
concentração real de citrato no tubo de NMR ([cit]tubo) e determinou-se a recta que 
passa na origem e que melhor se ajusta aos valores experimentais por regressão linear 
pelo método dos mínimos quadrados, desprezando-se o ponto citcal60 por se afastar 
significativamente da linearidade (ver Figura 2.7). 
=IJ.A6S = #, #TQ# ∙ =IJ.A.UV (4.3) 
 
4.1.3 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
Receberam-se 17 amostras que foram armazenadas no Laboratório a cerca de 
– 20 ºC. 
As amostras biológicas foram retiradas do congelador e deixaram-se 
descongelar durante cerca de uma hora à temperatura ambiente. Em seguida, mediu-
se o volume possível de cada uma – até um máximo de 450 μl – com uma micropipeta 
automática. Como as quantidades de partida de cada amostra eram muito variáveis, 
utilizou-se o máximo de amostra disponível, diluiu-se em água até perfazer 450 μl e 
adicionaram-se 50 μl de solução de DSS 56,2 x 10-3 mol/l. Na Tabela 4.4 encontram-se 
identificadas as amostras de partida, bem como os volumes medidos. 
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Tabela 4.4: Identificação das amostras biológicas recebidas e volumes utilizados nos tubos 
de NMR (aos quais se adicionou 50 μl de solução de DSS 56,2 x 10
-3
 mol/l). 
Amostra 
Vol. amostra 
(μl) 
Vol. água (μl) 
Amostra 1 350 100 
Amostra 2 350 100 
Amostra 3 insuf - 
Amostra 4 40 410 
Amostra 5 450 0 
Amostra 6 100 350 
Amostra 7 100 350 
Amostra 8 40 410 
Amostra 9 60 390 
Amostra 10 30 420 
Amostra 11 insuf - 
Amostra 12 insuf - 
Amostra 13 20 430 
Amostra 14 25 425 
Amostra 15 10 490 
Amostra 16 insuf - 
Amostra 17 insuf - 
insuf = quantidade de amostra inferior a 5 μl, insuficiente 
para a realização do ensaio; n/ ind = tipo de amostra não 
indicado 
 
A quantidade inicial das amostras 3, 11, 12, 16 e 17 era muito reduzida 
(inferior a 5 μl) pelo que não foi possível medir com rigor o volume de amostra, o que 
impossibilitou a realização do ensaio para estas cinco amostras. 
 
4.1.4 CONCENTRAÇÃO DE CITRATO NAS AMOSTRAS 
 
Para cada amostra, fez-se uma experiência simples de protão com TD = 32k e 
NS = 16 e verificou-se o desvio químico do sinal da água (que variou entre 4,70 e 4,71 
ppm). De seguida, fez-se uma segunda experiência de protão com supressão da água 
seguindo o esquema de impulsos da Figura 2.6 e o protocolo da Bruker(30) com o 
parâmetro O1P observado no espectro anterior e com TD = 32k e NS = 64 ou NS = 128, 
nos casos em que o volume de amostra biológica disponível era inferior a 100 μl. 
Processaram-se os espectros e integraram-se os dois grupos de ressonância do citrato 
e o sinal do DSS, tomando como referência o integral do sinal do DSS. Substituiu-se a 
equação da recta de calibração (expressão (4.3)) na equação (4.2) e obteve-se a 
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equação (4.4), que foi utilizada para calcular [cit]tubo (x 10
-3 mol/l), tomando como 
referência o integral do DSS (IDSS = 1): 
=IJ.A.UV = #, OPQ ∙ -IJ.  (4.4) 
Finalmente, considerou-se o factor de diluição das amostras no tubo de NMR 
para determinar a concentração de citrato na amostra biológica de partida, aplicando 
a equação (4.5): 
=IJ.AWXY.)W =
=IJ.A.UV
ZWXY.)W
× Q (4.5) 
onde [cit]amostra é a concentração de citrato na amostra biológica de partida (x 10
-3 
mol/l); [cit]tubo é a concentração de citrato no tubo de NMR contendo a amostra (x 10
-3 
mol/l) e Vamostra é o volume de amostra utilizado na preparação do tubo (em μl), de 
acordo com os elementos da Tabela 4.4. Repetiu-se o mesmo procedimento para 
todas as amostras com os valores indicados na Tabela 4.5. 
 
Tabela 4.5: Determinação da concentração de citrato nas amostras por NMR de 
1
H. 
Amostra 
Vol. 
Amostra 
(μl) 
Icit (tomando como referência IDSS) [cit]tubo  
(x 10
-3
 mol/l) 
[cit]amostra  
(x 10
-3
 mol/l) Par a ~2,6ppm Par a ~2,5ppm 
Amostra 1 350 2,8326 2,7925 60,37 86 
Amostra 2 350 7,6773 7,5274 162,3 232 
Amostra 3 insuf - - - - 
Amostra 4 40 0,3577 0,3528 7,584 95 
Amostra 5 450 6,3632 6,1321 133,4 148 
Amostra 6 100 0,5130 0,4958 10,77 54 
Amostra 7 100 0,0690 0,0641 1,421 7 
Amostra 8 40 0,5338 0,5408 11,47 143 
Amostra 9 60 0,1784 0,1853 3,882 32 
Amostra 10 30 0,4277 0,4426 9,290 155 
Amostra 11 insuf - - - - 
Amostra 12 insuf - - - - 
Amostra 13 20 0,1777 0,1829 3,850 96 
Amostra 14 25 0,5494 0,5615 11,86 237 
Amostra 15 10 0,1687 0,1686 3,601 180 
Amostra 16 insuf - - - - 
Amostra 17 insuf - - - - 
Amostra 1A 350 2,8598 2,7319 59,68 85 
Amostra 1B 350 2,8824 2,7159 59,76 854 
Amostra 15A 10 0,1737 0,1771 3,745 187 
insuf = quantidade de amostra inferior a 5 μl, insuficiente para a realização do ensaio 
 
Os ensaios relativos às amostras 1A e 1B foram repetições da análise da 
amostra 1 dois e sete dias depois, respectivamente. Nesse período de tempo, o tubo 
Página 68 
 
de NMR contendo a amostra 1 ficou armazenado à temperatura ambiente. O ensaio 
relativo à amostra 15A corresponde a uma repetição da experiência com a amostra 15, 
considerando D1 = 5 s. 
 
 
4.2 NMR DE SILÍCIO E MOLIBDÉNIO 
 
As amostras dos compostos organometálicos foram sintetizadas no grupo da 
Professora Maria José Calhorda e foram preparadas para análise por NMR em tubos de 
10 mm contendo cerca de 2,5 ml de solvente deuterado. Às que foram analisadas por 
NMR de silício adicionou-se 20 μl de TMS. Para a análise de NMR de molibdénio, 
introduziu-se no tubo de NMR um capilar fechado contendo uma solução de molibdato 
de sódio (Na2MoO4) 2 mol/l em D2O a pD = 11. Em geral, os compostos eram pouco 
solúveis e utilizaram-se soluções saturadas. Os espectros foram obtidos à temperatura 
ambiente (293 K). As amostras sensíveis ao ar foram preparadas nos tubos de NMR 
recorrendo a técnicas de schlenk sob vácuo, com três ciclos de 
congelação/descongelação em atmosfera de azoto. 
Os impulsos de 90º foram p90(29Si)=27 μs e p90(95Mo)=31 μs. 
As experiências de 29Si foram feitas seguindo o programa de impulsos da 
Figura 3.2 e o protocolo da Bruker(30) e considerando JSiH = 7 Hz. As experiências de 
95Mo foram feitas seguindo o programa de impulsos da Figura 3.3 e o protocolo da 
Bruker(30), com DE = 20 μs. 
Os espectros de NMR foram processados com correcção do FID por 
apodização exponencial para aumento da razão sinal/ruído. Para os espectros de NMR 
de 95Mo, utilizou-se um factor LB de 50,0 Hz.  
Indicam-se também os parâmetros experimentais D1, TD (número de pontos 
para amostragem FID), SW (largura da janela espectral) e AQ (tempo de aquisição). 
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Composto 1: 
T8[(CH2)3Cl]8  
NMR de 29Si{1H}: [CDCl3; 79,5 MHz; δ (ppm): -67,0]; 
D1 = 5 s; TD = 65536; SW = 31,8 KHz; AQ = 1,029 s; LB = 1,00; 
 
Composto 2: 
T8[(CH2)3DPA]8 
NMR de 29Si{1H}: [CDCl3; 79,5 MHz, δ (ppm): -21,9]; 
D1 = 2 s; TD = 65536; SW = 19,8 KHz; AQ = 1,652 s; LB = 3,00; 
 
Composto 3: 
T8[(CH2)3DPA]7[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA(CH2)3)] 
NMR de 29Si{1H}: [CDCl3; 79,5 MHz; δ (ppm): -21,9]; 
D1 = 2 s; TD = 65536; SW = 19,8 KHz; AQ = 1,652 s; LB = 3,00; 
NMR de 95Mo: [CDCl3; 26,1 MHz; δ (ppm): -784 (w1/2=1067 Hz), -677 (w1/2=1899 Hz), 
-615 (w1/2=1147 Hz)]; 
D1 = 0,010 s; TD = 16384; SW = 57,5 KHz; AQ = 0,143 s; 
 
Composto 4: 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)DPA]: 
NMR de 95Mo: [acetona-d6 e DMF (1:1); 26,1 MHz, δ (ppm): -790 (w1/2=410 Hz), -696, 
-620]; 
D1 = 1 s; TD = 16384; SW = 57,5 KHz; AQ = 0,143 s] 
 
Composto 5: 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(NCCH3)2]: 
NMR de 95Mo: [CDCl3; 26,1 MHz, δ (ppm): -790 (w1/2=551 Hz), -743 (w1/2=1189 Hz),         
-568 (w1/2=731 Hz)];  
D1 = 0,100 s; TD = 16384; SW = 73,0 KHz; AQ = 0,112 s] 
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Composto 6 : 
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypim)] 
NMR de 95Mo: [CDCl3; 26,1 MHz, δ (ppm): -786 (w1/2=367 Hz)]; 
D1 = 0,100 s; TD = 16384; SW = 73,0 KHz; AQ = 0,112 s; LB = 1,00; 
 
Composto 7:  
[Mo(CO)2(η3-C3H5)(Br)(pypimSi(OEt)3)] 
NMR de 29Si{1H}: [acetona-d6; 79,5 MHz, δ (ppm): -62,6]; 
D1 = 1 s; TD = 32768; SW = 15,9 KHz; AQ = 1,029 s; LB = 2,00; 
 
Composto 8 
pypimSi(OEt)3: 
NMR de 29Si{1H}: [CDCl3; 79,5 MHz], δ (ppm): -46,6; D1 = 1 s; TD = 65536; SW = 19,8 
KHz; AQ = 1,652 s; LB = 3,00];  
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